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Введение 


Предлагаемое вниманию читателей пособие содержит материалы лекций, прочи- 
танных авторами на курсах повышения квалификации специалистов в области хими- 
ческого, химико-токсикологического и судебно-химического анализа. В работе исполь- 
зованы материалы, издаваемые международными и национальными организациями, 
чья сфера деятельности - контроль и анализ наркотических средств, а также данные 
оригинальных статей, опубликованных в последнее время в соответствующих зарубеж- 
ных журналах: ]лоигпа] оЁ Апа[уйса! Тох{со!ову, Лоигпа| оЁ ве Еогепс $епсе, Лошгпа| оЁ 
фе Сртота'юртарВу и других. Вместе стем авторы не ставили задачу дать полный обзор 
литературы, а лишь по возможности всесторонне охватить существующие направления 
исследований и дать наиболее широкое представление о свойствах распространенных 
наркотических веществ. По этой же причине информация о их действии на организм 
человека приводится в виде простого перечня симптомов. Авторы надеются, что данное 
пособие может представлять интерес для химиков, химиков-токсикологов, врачей-нар- 
кологов, работников судебно-медицинских экспертиз и других специалистов, в той или 
иной степени заинтересованных в информации о поведении наркотических средств в 

организме, а также для студентов химических и медицинских вузов и училищ, специа- 
лизирующихся в данной области. 

Глава 10 «Определение изотопного состава наркотических средств написана круп- 
нейшими специалистами нашей страны в этой области академиком Э.М. Галимовым и 
старшим научным сотрудником В.С. Севастьяновым. 

В отличие от других подобных изданий в пособии приведено большое количество 
информационного материала. Некоторые расхождения приводимых данных вполне 
объяснимы, если учесть, что они получены в разных лабораториях, разными методами 
и при различных условиях. 


Все замечания по содержанию книги будут приняты авторами с благодарностью. 


Профессор Б.А. Руденко 
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ГЛАВА 1 


ЗАДАЧИ ХИМИКО-АНАЛИТИЧЕСКОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ НАРКОТИЧЕСКИХ 
И ДОПИНГОВЫХ СРЕДСТВ 


Одной из негативных последствий развития человеческой цивилизации в ХХ! веке 
является все более широкое и повсеместное распространение наркотических средств 
во всем мире. Наркотическими средствами (наркотиками) принято называть такие ве- 
щества, которые при введении в организм человека вызывают ощущение физического 
или психического комфорта, удовольствия, либо позволяют уменьшить неприятные 
ощущения, вызываемые теми или иными факторами. 


Кроме наркотиков, приобретает угрожающие масштабы использование в тех или 
иных целях достаточно широкого круга веществ, применяемых в качестве лекарств в 
медицине или используемых для технических целей. Такие пристрастия принято обозна- 
чать терминами «лекарственная зависимость» и «токсикомания». В общем, наркотики 
и вещества двух последних групп относят к группе химических агентов «одурманиваю- 
щего» действия, или, иначе говоря, к группе «одурманивающих средств». 

Злоупотребление такими средствами, как правило, наносит весьма значительный 
прямой вред здоровью людей, причиняет серьезный ущерб экономике, разрушает нравс- 
твенные основы общества. Эти последствия становятся еще более угрожающими вследс- 
твие распространения ВИЧ-инфекции из-за антисанитарного внутривенного введения 
наркотиков. Матери, пристрастившиеся к систематическому употреблению наркотиков 
и других одурманивающих веществ, как правило, производят на свет детей с серьезны- 
ми физическими и умственными недостатками, что создает серьезную прямую угрозу 
генофонду человечества. 

Угрозы благополучию общества, связанные с распространением наркотических и 


но указать Конвенцию ООН о борьбе с незаконным оборотом наркотических средств 
и психотропных веществ от 19 декабря 1988 г., заменившую аналогичные соглашения, 
принятые в 1961-м ив 1971 гг., а также Резолюцию Генеральной Ассамблеи ООН от 
15 апреля 1990 г. по проблемам международного сотрудничества в борьбе с незаконным 
оборотом и распространением наркотических и психотропных средств. 

| Эти документы рекомендуют странам - участницам Конвенции ввести строгий кон- 
троль за производством, изготовлением, склонением к употреблению, предложением к 
продаже, распространением, поставкой, нереправкой и экспортом любого наркотичес- 
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кого вещества (или средства). Документы ООН запрещают культивирование целого 
ряда растений, являющихся сырьем для получения наркотических средств (опийного 
мака, кокаинового куста, конопли и др.), равно как и изготовление, транспортировку, 
распространение и продажу оборудования и полупродуктов для производства нарко- 
тических средств. 

В России принят ряд законоположений, устанавливающих ответственность за пра- 
| вонарушения, связанные с оборотом наркотических средств. Такие законоположения 

содержатся в Уголовном Кодексе РФ, в Кодексе об административных правонаруше- 

ниях, в Гражданском Кодексе, Жилищном Кодексе и в Кодексе законов о браке и семье. 
| Изложенные обстоятельства вызывают настоятельную необходимость в разработке и 
| применении надежных и достаточно чувствительных химико-аналитических методов, 
| позволяющих обнаруживать и количественно определять самые малые концентрации 
наркотических и других одурманивающих (психотропных) средств как в исходном сы- 
рье для их изготовления и в готовых к употреблению наркотиках, так и в биологических 
объектах, отобранных у лин, подозреваемых в употреблении таких средств, либо изъ- 
ятых в процессе судебно-химических исследований. 

Сходные химико-аналитические проблемы возникают при контроле допинговых 
средств, используемых спортсменами с целью получения известных преимуществ перед 
конкурентами на спортивных соревнованиях. 
| Незаконное применение различных допинговых средств спортсменами известно уже 
более 30-40 лет. К числу запрещенных средств такого рода относятся стимуляторы не- 
рвной системы, некоторые наркотики, анаболитические агенты (чаще всего стероидного 
характера), диуретики, пептиды, гликопротеиновые гормоны и иханалоги. Запрещается 
применение веществ, относящихся к запрещенным группам, даже если это конкретное 
вещество не указано в соответствующем списке. Кроме того, запрещены любые хими- 
ческие и физические манипуляции, которые могут изменить состав биологических проб, 
отбираемых для контроля допинговых средств (чаще всего проб мочи). 

Хотя истинный масштаб употребления допинговых средств неизвестен, по оценке 
} Международного Олимпийского комитета, в 1995 г. было выявлено около 1,6% проб, 
| содержащих допинговые средства, из более чем 9 тысяч проб, проанализированных в 
| 24 лабораториях, аккредитованных МОК. 

Химико-аналитическое определение допинговых средств в биологических пробах 

порождает проблемы, сходные с теми, которые возникают при анализе наркотических 
} средств, что оправдывает рассмотрение этих двух проблем в одной книге. 
Г | Кчислу наиболее распространенных средств такого рода относятся табак и алкоголь, 
| | которые находят в настоящее время поистине массовое употребление. К сожалению, 
) кроме этих двух средств, в настоящее время приобрели широкое распространение мно- 
точисленные иные химические агенты, в ряде случаев обладающие во много раз более 
сильным отрицательным действием на организм употребляющих их людей. 

Средства, оказывающие воздействие на психику употребляющих их лиц, подразде- 
ляются на две большие категории: наркотические средства (наркотики) и средства, вы- 
зывающие токсикоманию, включая лекарственную зависимость. 

Наименование «наркотическое средство», «наркотик» применяется по отношению к 
таким препаратам, которые могут быть охарактеризованы тремя признаками: медицинс- 
ким, социальным и юридическим. С медицинской точки зрения наркотическое вещество 
оказывает определенное воздействие на центральную нервную систему употребляющих 
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его лиц, обычно вызывающее ощущение удовольствия, удовлетворения. Это свойство 
наркотических средств, как правило, вызывает эффект привыкания, пристрастия к дан- 
ному веществу, что порождает потребность и стремление к периодическому употреб- 
лению таких веществ - к возникновению зависимости человека от них, т.е. к развитию 
наркомании или токсикомании [1,2]. 

С другой стороны, понятие наркотика включает в себя социальную составляющую, 
проявляющуюся в тех случаях, к сожалению, все более частых в ХХ! веке, когда немеди- 
цинское употребление данного вещества приобретает массовый характер среди населе- 
ния или среди его отдельных социальных групп (учащихся, студентов, интеллигенции 
и др.). 

Наконец, в тех случаях, когда данное вещество включено в число наркотических 
средств законодательными органами или организациями здравоохранения данной стра- 
ны, возникает юридическая составляющая понятия «наркотик». 

При отсутствии хотя бы одной из указанных составляющих вещество, способное 
воздействовать на центральную нервную систему, рассматривается как средство, вы- 
зывающее токсикоманию или лекарственную зависимость. 

И наркотики, и средства, вызывающие токсикоманию, при регулярном употреблении 
вызывают развитие психологической либо физической зависимости, либо того и другого. 
Психологическая зависимость проявляется в чувстве удовлетворения или удовольствия 
при приеме таких средств, что порождает стремление к регулярному их приему. 

Физическая зависимость проявляется в значительных физических расстройствах 
(обобщенно называемых синдромом абстиненции) при прекращении или при задерж- 
ке приема наркотика. Такие расстройства могут включать боли в суставах, психические 
расстройства и др. Вследствие наличия таких расстройств наркомания и токсикомания 
с медицинской точки зрения рассматриваются как болезненные состояния, требующие 
медицинского вмешательства и лечения. 

Допинговые средства включают целый ряд препаратов, принимаемых спортсменами 
для того, чтобы получить определенные преимущества на спортивных соревнованиях. 
К ним относятся химические и биологические агенты, способствующие увеличению 
мышечной массы, повышению скорости движений, снижению веса, усилению мораль- 
но-волевых качеств спортсмена [3]. 

Хотя употребление допинговых средств охватывает неизме 
людей, выявление их использования, особенно при крупных с 
ях типа Олимпийских игр, имеет достаточно с 
вызывает большой общественный интерес. 

Вто же время с точки зрения химико-аналитического оп 
тва, наркотики и средства, вызывающие токсикоманию 
мость, весьма схожи между собой, что и делает целесооб 
и методики их анализа в рамках одной монографии. 

Для дальнейшего рассмотрения вещества всех трех перечисленных выше групп далее 
будут именоваться «контролируемые вещества» либо «соединения, подлежащие конт- 
ролю» с соответствующей конкретизацией в тех случаях, 
сообразно. 

Объектами химико-аналитического исследования на наличие контролируемых ве- 


ществ могут быть химические и фармацевтические препараты, растительное сырье для 
их изготовления, биологические объекты, отобранные у испытуемых субъектов (моча, 
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кровь, каловые АСВ волосы, смывы с кожи и т.п.), и при судебно-химическом иссле- 
довании - трупный материал (органы, содержимое желудка, кишечника и т.п.). 

Целью химико-аналитического исследования является прежде всего установление на- 
личия данного вещества в изучаемом объекте. В ряде случаев на первое место выступает 
определение количества этого вещества в организме, например, в случае клинических 
анализов при диагностике и лечении острых отравлений. 

Установление факта присутствия контролируемых веществ в анализируемом объ- 
екте, в том числе в организме испытуемых лиц, имеет судебно-правовую значимость. 
В клиническом анализе часто требуется установление как природы присутствующего 
контролируемого вещества, так и его содержания, которое во многих случаях определяет 
необходимость тех или иных мер лечения или экстренной помощи. 

Как и любой анализ химического состава вещества химико-аналитическое определение 
контролируемых веществ включает в качестве основных этапов следующие операции: 

— отбор проб; 

- подготовка проб; 

— аналитическое определение; 

- интерпретация результатов. 

Все эти фазы анализа должны выполняться при строгом соблюдении всех правил и 
рекомендаций, относящихся к технике и методике химико-аналитического определения 
следовых концентраций органических веществ, достаточно подробно изложенных в це- 
лом ряде руководств по аналитической химии и по технике выполнения таких анализов 
с помощью современных методов исследования, таких как различные варианты хрома- 
тографии, УФ и ИК-спектроскопии, масс-спектрометрии и др.[4-10]. 

Аналитическое определение делится на два этапа: скрининг (экспрессное определение) 
и целевой анализ. Скрининг - это быстрое определение целевых веществ в пробе. Если 
скрининг дает отрицательный результат, то дальнейшее исследование не проводится, а 
при положительном результате обязательно проведение подтверждающего количест- 
венного анализа, позволяющего сделать окончательный вывод. 

Если три последние этапа не включают каких-либо особенностей по сравнению с 
другими случаями определения микроколичеств органических веществ в химических 
или биологических объектах, первый этап - то есть отбор проб - может быть сущест- 
венно осложнен, вследствие стремления подвергаемых исследованию лиц исказить или 
скрыть факты наличия контролируемых веществ в исследуемом биологическом объ- 
екте. К числу возможных действий такого рода, например, при анализе мочи, можно 
отнести следующие: 

1) подмена образца принесенной с собой биожидкостью, заведомо не содержащей 

контролируемых веществ; й 

2) разбавление пробы мочи при отборе пробы; 

3) прием большого количества жидкости либо прием мочегонных средств перед 

отбором пробы; 

4) временное прекращение приема контролируемого средства (наркотика, допинга) 

заранее до проведения анализа и отбора пробы. 

Такое намеренное искажение состава отбираемых проб представляет собой довольно 
редкое явление в практике химико-аналитической работы, однако при анализе контро- 
лируемых веществ с его возможностью приходится считаться. 
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Таким образом, при соблюдении необходимых и достаточных условий успешного р 
й ьности аппаратуры и при достаточной 
ределения, т.е. при достаточно высокой чувствител а. 
квалификации аналитиков, выполняющих эксперименты, получ ри- 
ть о наличии двух возможностей: 
цательного результата теста может свидетельствова ы бе В 
а) отсутствия определяемого вещества в анализируемой пробе. 2 случае наркотичес- 
ких и допинговых средств этот факт может служить указанием на то, что обсле- 
дуемый субъект вообще не употребляет такие средства или не употребляет их в 
течение достаточно длительного времени; 
6) преднамеренной фальсификации пробы (подмена, разбавление пробы, прием 
мочегонных средств). ь 

С другой стороны, положительный результат анализа при соблюдении всех условий, 
обеспечивающих высокое качество аналитической работы, может свидетельствовать 
о том, что в анализируемом объекте содержится одно или несколько контролируемых 
веществ. В случае анализа биожидкостей живого человека это может быть следствием 
постоянного либо эпизодического приема наркотиков, допинговых средств или иных 
контролируемых веществ за достаточно короткое время до момента взятия пробы. 

В связи с тем что положительный или ложноотрицательный результаты анализа 
контролируемых веществ могут иметь весьма значительные судебно-правовые пос- 
ледствия, считается необходимым выполнять определения такого рода по крайней мере 
двумя различными методами, рассматривая первый из них как выявляющий, а второй 
как подтверждающий. Естественно, при этом подтверждающий метод должен отвечать 
более жестким требованиям по чувствительности и избирательности. 
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ГЛАВА 2 
ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ КОНТРОЛИРУЕМЫХ ВЕЩЕСТВ 


Всемирная организация здравоохранения определяет следующие вещества как средс- 

тва наркотического характера, являющиеся предметом злоупотреблений: 

— алкоголь (этиловый спирт); 

— барбитураты и родственные им соединения; 

— опиаты (опий, морфин, героин, синтетические аналоги); 

— бензодиазепины; 

— метаквалон; 

- психостимуляторы (кокаин, амфетамины); 

— каннабис (гашиш, марихуана); 

— галлюциногены (ЛСД, псилоцибин, мескалин, фенциклидин). 

Второстепенными психостимуляторами считаются: табак (никотин), кола, кат (абис- 
синский чай), кофеин (в форме очень крепко заваренного чая или кофе). 

Определенное распространение (к сожалению, все более широкое) находят летучие 
технические растворители, стимулирующие действия и формирующие привычки, ха- 
рактеризуемые как токсикомания. Проявлением этих привычек является вдыхание па- 
ров таких растворителей, порождающее психическое состояние, сходное с тем, которое 
возникает при приеме наркотических средств. Кчислу таких веществ относятся: бензин, 
ацетон, трихлорэтилен (средство химической чистки одежды), хлороформ и эфир. 

С другой стороны, следующие группы веществ рассматриваются в качестве запре- 
щенных к применению допинговых средств: стимуляторы нервной системы, наркотики, 
анаболические агенты, диуретики, гормоны пептидного и тликопротеинового характера 
и их аналоги. Для каждой из этих групп определены перечни их типичных представи- 
телей. Вещества, принадлежащие к запрещенным группам, не могут быть допущены к 
применению, даже если они прямо не указаны в соответствующих списках. Кроме того, 
определен круг запрещенных методов, приравниваемых к применению допинговых 
средств. К числу таких методов относится прием внутрь препаратов крови, красных 
кровяных телец и тому подобных продуктов. Наконец, являются запрещенными лю- 
бые фармацевтические, химические или физические добавки и манипуляции, которые 
могут изменить качественный или количественный состав проб крови или мочи, отби- 
раемых для контроля применения допинговых средств (катетеризация, подмена проб, 
употребление средств, снижающих ренальную экскрецию других введенных в организм 
препаратов). Кроме того, имеющиеся в настоящее время правила ограничивают упот- 
ребление спортсменами алкоголя» каннабиноидов, В-блокаторов, местных анестетиков 
и системных кортикостероидов. н 

Этот краткий перечень еще раз показывает тесную связь между собой двух групп 
контролируемых соединений — наркотиков и допинговых средств - в отношении хи- 


13 





>>> = 


Химико-ана. 


> 5 с средст 
литическое определение наркотиков и допинговых сре дств 





мико-аналитических методов выявления их присутствия В анализируемых объектах и 
определения их концентраций или их количества В анализируемых их. В число этих 
методов в настоящее время входят, в основном, спектрофотометрические методы - 
УФ-и ИК-спектроскопия, методы жидкостной, тонкослойной и газовой хроматогра- 
фии. Наиболее полную и исчерпываемую информацию о контролируемых вещест- 
вах, присутствующих в исследуемой пробе, дает метод хромато-масс-спектрометрии, 
сочетающий преимущества методов, обеспечивающих разделение присутствующих 
в пробе компонентов и получение достаточно детальной информации о химической 
природе каждого из них. 

В повседневной практике контроля наркотических и допинговых средств нахо- 
дят применение также и иммуно-химические методы, однако сфера их применения 
более ограничена. 

Для первичного контроля наличия или отсутствия контролируемых веществ в ана- 
лизируемых пробах применяются и цветные реакции (тест-методы), осуществляемые 
путем прибавления к исследуемому материалу определенных реактивов. 

Комитет по контролю за использованием наркотиков при ООН рекомендует осущест- 
влять постоянный контроль за распространением и применением следующих наркоти- 
ческих средств: опиатов, каннабиноидов, метаквалона, амфетамина и его производных, 
кокаина, производных 1,4-бензодиазепина, аналогов барбитуровой кислоты, фенцик- 
лидина, ЛСД и других галлюциногенов [1, 2]. Ниже основные представители перечис- 
ленных групп будут охарактеризованы более подробно. 

В практике химико-аналитического контроля приходится встречаться со следу- 
ющими объектами: 

а) образцы растительного происхождения (мак, конопля, опий, трава эфедры); 

6) экстракты из растительного материала, продукты их частичной переработки; 

в) порошки, твердые материалы, содержащие контролируемые вещества; 

г) таблетки, драже, микстуры; 

д) инъекционные растворы; 

е) биологические объекты (моча, кровь, волосы, ногти, пот, ткани и органы). 

В практике контроля допинговых средств в подавляющем большинстве случаев про- 
водится анализ образцов мочи или крови. Целевыми компонентами анализа наркоти- 


ческих и допинговых средств чаще всего являются представители следующих групп 
химических соединений. 


2.1. Опиаты 


Названием опиаты обозначают группу физиологически активных веществ, алкало- 
идов, выделяемых из опия, который представляет собой затвердевший млечный сок, 
вытекающий из надрезов на незрелых головках опийного мака, Рарауег зотпийегит [3]. 
Млечный сок затвердевает на воздухе, образуя опийную смолу или опий-сырец, представ- 
ляющий собой сложную смесь белков, липидов, смол, восков, сахаров и других веществ, в 
том числе более 50 алкалоидов, составляющих 10-20% общей массы этого материала. 

Наиболее важными алкалоидами опия являются морфин, кодеин, папаверин и тебаин. 
Два первых алкалоида применяются в качестве лекарственных средств и в то же время 
используются и как наркотические средства. Папаверин наркотическими свойствами не 
обладает, но находит широкое применение в качестве лекарства. Тебаин используется, 
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в основном, в качестве сырья для получения других лекарственных препаратов. Струк- 
турные формулы основных алкалоидов опия приведены на схеме 2.1. 

Кроме этих веществ, в состав опия входит большое число минорных алкалоидов, 
содержащихся в количествах порядка десятых долей процента. Среди них наиболее су- 
щественны следующие соединения: нарцеин, неопин (б-кодеин), протопин, порфирок- 
син, криптопин, псевдоморфин, лауданозин. 

Обычно в состав опия входят также меконовая кислота (УП) и лактон меконин (УШ). 
Эти компоненты не обладают наркотическими свойствами, однако, могут оказывать 
помощь при установлении источника происхождения опия. 

Путем относительно несложной химической обработки извлекаемого из опия морфи- 
на получают ряд его производных, среди которых имеются соединения с очень высокой 
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Схема 2.1. 
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наркотической активностью. Эти вецх 
Наиболее известным и распространен 
ин (1). Кроме того, известен целый ряд веществ, 
от морфина, но обладающих сходным, и зачастую значит 
логическим действием. Эти вещества принято называть опиоидами. 

В подпольной продаже морфин разного качества распространяется под названия- 
ми Могрь, МТие, $; М1, Етта, Мопкеу [3, 4]. Героин продают под наименованиями 
$тасК, ЛийК, Ногсе, Зи, чистый героин для курения называют Ситезе №З, а специальный 
препарат для инъекций С мезе №4. Героин, приготовленный непосредственно из опия 
без сколько-нибудь серьезной очистки, распространяют под названиями черная смола 
(В1асК Таг), мексиканский коричневый (Межсап Втоип), грязь (Миа). 
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Особенно опасен с медицинской точки зрения препарат Снидбол, употребляемый 
в и представляющий собой смесь героина с кокаиновым основанием 

Содержание преобладающих алкалоидов во 
а: Р д пии характеризуется следующими 

-— морфин 4,9-21,0%; 

— кодеин 0,7-3,0%; 

— наркотин 2,0-8,0%; 

— тебаин 0,2-1,0%; 

— Папаверин 0,5-1,3%. 

Продукты первичной обработки опия (чаще всего путем водной экстракции 
упаривания водных вытяжек) могут содержать до 50% морфина. ры 
териал (солома мака, т.е. сухие маковые головки) может содержать до 0,5% 

и более 3,5% тебаина. арфа 

Наиболее опасным наркотиком группы опиатов является героин (3,6-циацетилмор- 
фин), достаточно просто приготовляемый из морфия в подпольных пабороториях ый 
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ацетилирования морфина уксусным ангидридом. Состав уличных препаратов героина, 
называемого таск, ]иик, Нотзе, ши др., варьирует в достаточно широких пределах 
при содержании диацетилморфина от 20 до 80-90%. Наиболее частыми примесями яв- 
ляются 6-моноацетилморфин (1-15%) - продукт неполного ацетилирования морфина 
или частичного гидролиза диацетилморфина, ацетилкодеин (2-5%) до 10% наркотина и 
0,01-0,04% основных исходных продуктов — морфина и кодеина. 
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При поступлении в организм героин быстро гидролизуется до 6-моноацетил- 
морфина (Х). Последний более медленно отщепляет оставшуюся ацетильную груп- 
пу и переходит в морфин. Кодеин может терять О-метильную группу, образуя мор- 
фин, либо образует конъюгат с глюкуроновой кислотой - кодеин-6-глюкуронид (ХПИ. 
В свою очередь, морфин образует два моноглюкозида - морфин-3-глюкуронид (ХИ) 
и морфин-6-глюкуронид (ХШ). 

При приеме внутрь морфина или опия в количестве 0,5-1,0 г в день в моче обнару- 
живается до 0,64 мг/мл свободного морфина и 0,37 мг/мл кодеина [4, 5-7]. Содержание 
конъюгированных алкалоидов оказывается при этом примерно в 10 раз больше. 
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Наряду с 3-О-глюкуронидом при трансформации морфина в организме образуется 
и 3-О-сульфат, однако его количество обычно в 6-20 раз меньше. 

В следовых количествах при трансформации морфина в организме образуется 
№-оксид морфина и морфин-3,6-диглюкуронид. Они присутствуют обычно в концен- 
трациях порядка 0,15 мкг/мл. 

В плазме крови концентрации морфина порядка 0,08-0,12 мкг/мл рассматриваются 
как терапевтические, 0,15-0,50 мкг/мл - как токсические. Летальный исход может насту- 
пить при содержании морфина в плазме крови от 0,05 до 4,00 мкг/мл, т.е. практически 
при любом уровне его содержания в зависимости от индивидуальных особенностей 
данного организма. 

Морфин выводится из организма, в основном, с мочой в течение 36-48 часов. При 
этом до 80% введенного морфина может выделяться в течение первых 8-10 ч после 
введения. Через 72-80 ч в моче удается определять лишь следы морфина даже при ис- 
следовании с помощью наиболее чувствительных методов. Однако определенная часть 
введенного морфина фиксируется в волосах и ногтях. Даже через 11 дней после при- 
ема разовой дозы морфина в 20 мг его содержание в волосах пациента составляло = 
1,3 мкг/т, что вполне можно было зарегистрировать с помощью современных хрома- 
тографических методов. 

При употреблении в пищу продуктов, содержащих мак, в моче обнаруживаются мор- 
фин и кодеин в концентрациях порядка 2-3 мкг/мл. Одновременно выявляется наличие 
от 2 до 80 нг/мл тебаина, что служит отличительным признаком пищевого поступления 
этих веществ в организм. При введении в организм лекарственных препаратов, содер- 
жащих морфин и кодеин, а также при нелегальном использовании этих наркотиков те- 
баин в моче и в плазме крови не обнаруживается. 

Героин (диацетилморфин) при внутривенном введении быстро (за 10-12 мин) 
метаболизируется до 6-моноацетилморфина, который далее медленно деацети- 
лируется до морфина в течение нескольких часов. Вследствие высокой липидной 
растворимости диацетилморфин легко преодолевает гемато-энцефалический ба- 
рьер, что и обусловливает его мощное наркотическое действие. Далее морфин от- 
носительно медленно превращается в глюкурониды - конъюгаты с глюкуроновой 
кислотой. Из двух изомерных моноглюкуронидов морфин-3-глюкуронид наркоти- 
ческими свойствами не обладает, а морфин-6-глюкуронид проявляет значитель- 
ную активность. 

При внутривенном введении героина образующийся 6-моноацетилморфин регис- 
трируется в плазме крови в пределах 1-2 ч, а свободный морфин в пределах 10-12 ч. 
В моче лиц, употребляющих героин, 6-моноацетилморфин регистрируется в пределах 
6-8 ч, а морфин - вплоть до 48 ч и более. 

В случае смерти потерпевших от передозировки героина диацетилморфин, как пра- 
вило, не идентифицируется в крови, но содержится в концентрации до 90 нг/мл в моче. 
В то же время 6-моноацетилморфин регулярно выявляется в крови в концентрации 
порядка 6-18 нг/мл и в моче на уровне 200-780 нг/мл. 

По своим физико-химическим свойствам опиаты представляют собой типичные 
аминоспирты с молекулярной массой от 284 до 415. р 

В химико-аналитической практике приходится встречаться с представителями этой 
группы как в форме оснований, так и в виде солей (хлоргидратов, сульфатов, ацетатов, 
фосфатов). Все представители этой группы наркотических веществ растворимы в воде 
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и в этиловом спирте. Они плавятся (чаще всего с разложением) при 200-208° С и спо- 
собны возгоняться, образуя аэрозоли, что и определяет возможность их введения в ор- 
ганизм путем курения. 

Основные представители этой группы имеют характерные УФ- и ИК-спектры и по- 
казывают характерные сигналы в масс-спектрах. Эти их особенности, используемые для 


химико-аналитического обнаружения и количественного определения, разобраны ниже 
в соответствующих разделах. 


2.2. Каннабиноиды 


Эта группа соединений продуцируется растениями конопли, причем для потребле- 
ния наркоманами используются все части растения, кроме плодов (орешков). Чаще все- 
го для курения используют препараты листьев и соцветий (марихуана), а также смесь 
пыльцы и смолистых веществ (гашиш, смолка). Основные физиологически активные 
компоненты - каннабинол (ХГУ), каннабидиол (ХУ), Д- и Дз-тетрагидроканнабинолы 
(ХУ) и (ХУП и А?-тетрагидроканнабиноловая кислота. Нумерация атомов углерода в 
молекуле этих соединений показана при формуле ХУ. Однако в состав марихуаны входит 
более 70 биологически активных соединений сходного строения. Эти вещества имеют 
молекулярные массы в пределах от 314 до 342. Соединения ХУГ и ХУП имеют темпера- 
туры плавления 210 и 213° С, соответственно. Все каннабиноиды хорошо растворимы 
в спирте и ацетоне, ограниченно растворимы в малополярных растворителях (хлоро- 
форм, диэтиловый эфир) и малорастворимы в воде. Спиртовые растворы соединений 
ХУ и ХУП поглощают УФ-излучение с длинами волн 283, 276 и 278 нм. Интересно от- 
метить, что, обладая весьма интенсивным физиологическим действием, каннабиноиды 
не содержат атомов азота. 

При курении каннабиноиды всасываются очень быстро, всего за несколько минут, 
однако уровень их концентрации в крови довольно быстро снижается. 

В тканях, богатых липидами, каннабиноиды остаются очень долго и выводятся из 
организма с мочой, калом, выделениями слюнных и молочных желез в среднем в течение 
13-40 дней после последнего употребления (от 4 до 77 дней). С точки зрения химико- 
аналитического контроля каннабиноиды представляют собой одну из наиболее трудных 
групп объектов. В то же время эти соединения представляют собой одну из наиболее 
распространенных групп наркотических веществ. 

Метаболизм каннабиноидов в организме, в основном, сводится к окислению канна- 
биноидов в положениях 8 и 11. В последнем случае образуется диол ХУШ. Гидроксиль- 
ная группа при атоме углерода 11 далее может окисляться до карбоксила, образуя кис- 
лоту ХИХ. Гидроксилирование в положение 8 приводит к образованию двух изомерных 
продуктов а и в окси-Л-тетрагидроканнабинолов иси В дигидрокси-Д?-тетрагидро- 
каннабинолов. В настоящее время известно более 75 метаболитов каннабиноидов, вы- 
деляющихся с мочой. 
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2.3. Кокаин 


Широко распространенное наркотическое вещество кокаин (ХХ), в основном, по- 
лучается из листьев кокаинового куста (ЕгуНоху[оп соса) и является представителем 
группы соединений, близко родственных в химическом отношении. В эту группу вхо- 
дят: алкалоид экгонин (ХХ/), продукты его частичной этерификации бензоилэкгонин 
(ХХП) и метилэкгонин (ХХШ)› а также образующиеся в процессах метаболизма продукт 

т деметилирования кокаина - норкокаин (ХХТУ) и его окисления по фенильной группе - 
оксикокаин (ХХУ). 
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Все перечисленные соединения встречаются в форме свободных оснований и в форме 
гидрохлоридов. Последние хорошо растворимы в воде и в спирте. В форме основания 
кокаин плохо растворим в воде, однако хорошо растворяется в органических раство- 
рителях. 

В УФ-свете кокаин имеет два максимума поглощения при 233 и 275 нм. Характерные 
полосы в ИК-спектре наблюдаются при 1710, 1118, 1275 и 1037 см“. 

Продукты метаболизма кокаина в организме - экгонин, его метиловый и бензиловый 
эфиры - наркотическими свойствами не обладают. 

Обычно кокаин втягивают носом или вводят путем инъекций. В подпольной прода- 
же препараты кокаина распространяются в следующих формах: 

— паста коки (ВазиКо, Вагоока) - порошок белого цвета с содержанием кокаина от 
40 до 90%; 
кокаин (СокКе, Зпо) - кокаин гидрохлорид с содержанием основного вещества 
80-90%. Непосредственно при продаже этот продукт смешивают с суррогатами, 
в качестве которых используют либо синтетические местные анестетики (лидока- 
ин, прокаин, бензокаин), либо иные суррогатные разбавители (лактоза, глюкоза, 
маннит, крахмал, борная кислота, сода и др.). Эти вещества могут добавляться к 
кокаину в разных соотношениях, вплоть до 7:3; 

- кокаин основание (крэк, СгасК, КосК) - препарат, используемый для курения, ко- 

торый плавится при 98°С и испаряется при более высокой температуре; 

— смесь крэка и героина - спидбол - представляющая собой исключительно опас- 
ный наркотик, вызывающий очень быстрое привыкание. При курении или при 
внутривенном введении наркотическое действие каждой составляющей этого 
препарата усиливается. 

Обычная концентрация кокаина в плазме крови - от 50 до 300 нг/мл. Уже при 
содержании 200 нг/мл возможна острая интоксикация, хотя более обычной ток- 
сической концентрацией считают 900 нг/мл. Содержание кокаина в крови от 1 до 
10 мкг/мл часто приводит к смерти. 

В моче кокаинистов обычно идентифицируется кокаин при содержании от 1,5 до 
26,6 мкг/мл. При курении препаратов, содержащих кокаин, отмечается появление про- 
дукта пиролиза кокаина с отщеплением бензойной кислоты - метилового эфираангид- 
роэкгонина (ХХУГ)‚ а при совместном употреблении кокаина и алкоголя в крови и в моче 
появляется этиловый аналог кокаина - токсичный кокаэтилен (ХХУП). 
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Как сам кокаин, так и продукты его метаболизма - в первую очередь, продукты 
частичного гидролиза - идентифицируются в слюне, поте и волосах наркоманов до 
5-7 дней. Соединение ХХУ! является надежным маркером курения препаратов, содер- 
жащих кокаин. 

В трупном материале при добавлении консервантов (фториды натрия или фосфаты) 
кокаин и его метаболиты могут сохраняться до 110 - 150 дней при 4° С [8, 9], апри-20°С- 
в течение 12 месяцев [10]. 


2.4. Фенилалкиламины 


Входящие в группу фенилалкиламинов вещества весьма многочисленны и включают 
соединения природного происхождения (эфедрин), продукты их химической модифика- 
ции (эфедрон) и синтетические соединения. Все эти вещества являются стимуляторами 
центральной нервной системы. В этом качестве многие из них применяются с целью 
активизации психической деятельности, снятия физической и психической усталости. 
Среди этих веществ имеются распространенные лекарственные средства, используемые 
в медицине для лечения депрессивных состояний. В то же время ряд представителей этой 
группы веществ используется в подпольном применении как наркотики. Среди них на- 
ибольшее распространение приобрели амфетамин, метамфетамин, эфедрон и др. 

Многочисленные представители фенилалкиламинов представляют собой лекарс- 
твенные средства - стимуляторы нервной системы. Среди них можно упомянуть такие 
распространенные лекарства, как амфетамин, эфедрин, фенилметразин, мезокарб и др- 
Препараты фенилметразин, мезокарб, аминорекс, пемолин, бемитил и мазиндол со- 
держат аминогруппы в составе гетероциклических структур. Вещества метамфетамин, 
эфедрон и метиламинорекс запрещены к применению и изготовляются и распростра- 
няются подпольно. 

Сведения о некоторых представителях этой группы соединений, их структурные 
формулы, наименования, брутто-формулы и молекулярные массы приведены ниже в 
таблице 2.1, заимствованной из книги [1]. 

Как видно из этой таблицы, молекулярные массы представителей этой группы сти- 
муляторов составляют от 135 до 324, что определяет возможность применения для их 
химико-аналитического определения таких методов, как газовая хроматография и хро- 
мато-масс-спектрометрия. Самым низкомолекулярным продуктом этой группы соедине- 
ний является М, М-диметилэтаноламин (деанол), имеющий молекулярную массу 89. Тем 
не менее в форме оснований многие фенилалкиламины представляют собой жидкости 
с достаточно высокими температурами кипения (часто с разложением). В виде чистых 
солей соляной и серной кислот эти соединения представляют собой белые порошки или 
кристаллы, легко растворимые в воде и этаноле и почти нерастворимые в менее поляр- 
ных растворителях (эфир, четыреххлористый углерод» хлороформ). 
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Таблица 2.1. Стимуляторы центральной нервной системы группы фенилалкиламинов №. 
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В молекулах большинства фенилалкиламинов имеются один или два асимметрич- 
ных атома углерода, что определяет возможность существования левовращающей ( В 
правовращающей (2) и рацемической (Т, О) форм этих соединений. Эти формы раз- 
личаются по форме кристаллов, растворимости и по физиологической активности. 
Существенно отметить, что продукты химического синтеза практически всегда обра- 
зуются в форме рацематов, содержащих равные количества правого и левого изомеров. 
С другой стороны, вещества природного происхождения всегда представляют собой 
одну из нескольких возможных стереоизомерных форм (природный эфедрин из эфед- 
ры представляет собой Г-изомер). 

Многие фенилалкиламины имеют характерные линии поглощения в УФиИК- спек- 
трах.Значения соответствующих частот приведены ниже в разделе о спектральном ана- 
лизе контролируемых веществ. 

Некоторые соединения этой группы применяются в медицине в качестве симпатоми- 
метиков и адреностимуляторов (эфедрин), подпольно используются в качестве нарко- 
тических средств (эфедрон, метамфетамин, в подпольной торговле «винт»), в спорте - 
в качестве запрещенных допинговых средств - психомоторных стимуляторов (амфе- 
тамин, метамфетамин). х 

Введенные в организм (чаще всего путем инъекций) фенилалкиламины действуют в 
течение 4-6 ч, однако полностью выводятся с мочой в течение 2-3 дней. Действующая 
концентрация их в плазме крови - 50-100 нг/мл. При содержании 200 нг/мл и выше 
отмечаются явления интоксикации, а при содержании амфетамина и метамфетамина 
порядка 40 мкг/мл может наступить летальный исход. 

Пути метаболизма фенилалкиламинов в организме включают дезаминирование, 
окисление в положение 4 бензольного кольца (амфетамин и метамфетамин), деметили- 
рование (метамфетамин и эфедрин), восстановление (эфедрон). Продукты окисления 
претерпевают конъюгацию с тглюкуроновой кислотой с образованием соответствующих 
бензоглюкуронидов. 

В большинстве случаев до 30-45% введенных в организм фенилалкиламинов выде- 
ляется с мочой в неизмененном виде. 

Эфедрин и эфедрон могут выделяться неизмененными в количестве от 55 до 90%. 
[12-14]. 

Ряд лекарственных средств - аналогов или производных фенилалкиламинов - могут 
метаболизироваться в организме человека © образованием амфетамина или метамфе- 
тамина. Некоторые примеры таких лекарств приведены в таблице 2.2 [11]. 

Амфетамин и метамфетамин могут определяться в моче в пределах 24-48 часов пос- 
ле орального приема. В моче наркоманов, употребляющих большие дозы амфетаминов, 
эти вещества могут определяться в пределах 5-7 дней и более после последнего приема. 
В пробах мочи и других биологических объектов при хранении их при температуре по- 
рядка -20°С концентрации амфетамина и метамфетамина практически не меняются в 
пределах 12 месяцев [15]. 


2.5. Производные амфетамина 


Особую группу сильнодействующих наркотических средств составляют метилендиок- 
сипроизводные аналоги амфетамина. Эти вещества при употреблении внутрь оказыва- 
ют специфическое воздействие на центральную нервную систему. Это обстоятельство 
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Таблица 2.2. Лекарственные средства, метаболизирующие в организме 
до амфетамина и метамфетамина 
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обусловило выделение этих соединений в особую группу энтактогенов. Их действие на 
психику заключается в эйфорическом возбуждении, обострении эмоционального вос- 
приятия, повышенной потребности в духовных и физических контактах, устранении 
застенчивости, повышении общительности. Некоторые представители этой группы 
могут быть описаны общей формулой ХХУШ. 


о мА,В. 
С сн,в, 
о 
ХХМи 


В скобках приведены названия, под которыми эти вещества распространяются в 
подпольной торговле. 


В ‚=В=Е,=Н метилендиоксиамфетамин (Гоуе Огиз); 

В =В,=Н; В.=СН, метилендиоксиметамфетамин (Ехз#а5у, Адат, ХТС, Ебзепсе); 
В =В,=Н; В.=СН, № - этил - 3,4- метилендиоксиамфетамин (Ее); 

В К №№ - диметилметилендиоксиамфетамин; 

Е 1 - (3,4 - метилендиоксифенил) - 2-аминобутан; 

К М - метил - 1 - (3,4 -метилендиоксифенил) - 2 - аминобутан; 

Е 





№ - окси -3,4 - метилендиоксиамфетамин (Еапиау). 


Длительное применение этих веществ приводит к серьезным нарушениям деятель- 
ности головного мозга, длительным депрессивным и паническим состояниям, парано- 
идным реакциям. При приеме больших доз этих наркотиков возможны смертельные 
исходы вследствие острой сердечной недостаточности, остановки сердца, отказа почек. 
После спада основных эффектов действия этих наркотиков развивается сонливость, 
спутанность сознания и нарушение координации, что может приводить к серьезным 
дорожно-транспортным происшествиям [16-18]. 

Все это явилось причиной того, что все эти соединения запрещены к применению 
как конвенцией ООН, так и законодательными актами Российской Федерации. 

Молекулярные массы соединений этой группы в форме оснований лежат в диа- 
пазоне 179-207, что определяет возможность применения для их выявления газо- 
хроматографической техники. Обычно их принимают орально в дозе 50-200 мг [19, 
20]. Уже через 30-40 мин после приема эти соединения обнаруживаются в плазме 
крови в концентрациях до 300-500 нг/мл. Полностью они выводятся из организма 
через 24-30 ч как в форме исходных соединений, так и в виде продуктов метаболизма. 
Метаболические превращения протекают, в основном, в трех направлениях: деаци- 
лирование аминной группы» окислительное дезаминирование и гидроксилирование 
с раскрытием диоксиметиленового цикла [21]. Образующиеся оксипроизводные 
могут далее конъюгироваться и выводиться в форме глюкуронидов, сульфатов или 
замещенных гиппуровых кислот. 
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2.6. Производные барбитуровой кислоты 





р 
Ре в 
Эта обширная группа химических соединений насчитыва. ри 
Н ет более 2500 различных веществ, различающихся по своему я 
О М 20 строению и по фармакологическому действию. Здесь приведе. ие ь 
уе на общая формула производных барбитуровой кислоты (бар- к! 
атов). й 
НМ С,Н, битуратов) и 


Практически все представители этой группы соединений явля- 
И й ются депрессантами центральной нервной системы. В медицинс- Ё 
о кой практике многие из них используются как седативно-снотвор- 7 
ные средства. В зависимости от природы радикала К барбитураты обладают более или менее 
длительным действием в пределах от 15-20 мин до 1-2 дней и более. 
В России наиболее часто отмечаются случаи злоупотребления барбиталом № 
(В =СН.), фенобарбиталом (В = СН,), циклобарбиталом (Е =—< >» циклогексенил-1), 
барбамилом ( В =- СН,СН: „СН(СН,), иэтаминалом (К =- СН(СН, С.Н»), обычно в фор- 
ме натриевых солей. 
Все барбитураты плохо растворимы в воде, но хорошо растворяются в водных рас- 
творах щелочей с образованием солей, что определяет их быстрое всасывание в желу- 





дочно-кишечном тракте. 
Барбитал и сходные с ним препараты пролонгированного действия выводятся из О 
организма в основном с мочой в неизменном виде, причем половина введенного коли- 
чества экскретируется за 4 дня, а остаточные количества могут быть зафиксированы в 
течение 15-16 дней. 

Фенобарбитал выводится с мочой в форме М-глюкопиранозида исходной формы, и 
в форме конъюгата с глюкуроновой кислотой его метаболита 4-оксифенобарбитала. 

Основными направлениями метаболизма барбамила и этаминала натрия являются р 
окисление 3'-углеродного атома алкильного заместителя до оксипроизводных, далее до Зе ь 
кетогруппы и затем до карбоксильной группы. Возможно также окисление до М№-окси- ы 
производных по азотным атомам цикла. Сходным образом циклобарбитал окисляется к 
до 3'-кетоциклобарбитала. В неизмененном виде с мочой выводится менее 10% введен- ан 
ной в организм дозы [22]. Ч, 

р 

2.7. Производные 1,4-бензодиазепина и 

Бензодиазепины представляют собой обширную г 

группу биологически активных соединений, в соста- у 
стве которой насчитывается более 100 наименований м 
2 лекарственных препаратов и более 2000 веществ, об- ь 
ладающих седативными свойствами. В эту группу м 8 

Н веществ входят производные 1,4-бензодиазенина ум 
(правильнее: бензо-1,4-диазепина), а также соеди- м 
нения из групп 1,5-бензодиазепинов и 2,3-бензоди- ИЖ 
азепинов. Многие из этих веществ представляют со- м 

бой транквилизаторы с высокой активностью, малой ыы 

у токсичностью и широким спектром терапевтичес- | м 
кого действия. к х 
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Многочисленные случаи неоправданного применения соединений данной группы 
явились причиной отнесения их к веществам, требующим международного контроля, 
что было сделано Комиссией ООН по наркотикам в 1984 году. 

Химические структуры наиболее распространенных бензодиазепинов отвечают фор- 
муле ХХХ: 

В =К,=Н; В,=ОН; В,=С] —оксазепам (нозепам); 

В =СН; В,=К,=Н; В =( —диазепам (сибазон); 

В =К=Н; В, =СЬ В.=М№О, нитразепам; 

В =В=Н; В,=С}; В =Вг- феназепам; 

В, =СН,- Чт МНМН; 








о 

К =Е,=Н; В,=Вг — гидазепам 

СН. МНСН, 
й 
№— СН 2 
[@] === 
О 
хх 


ххх 





Распространенные транквилизаторы медазепам (мезапам) и хлордиазепоксид (хло- 
зепид) имеют структуры ХХХ и ХХХЬ соответственно: 

Соединения группы 1,4-бензодиазепина в кислой среде легко гидролизуются при на- 
гревании по амидной связи 1-2 и по иминной связи 4-5 с образованием соответствую- 
щих бензофенонов, несущих в положении 5 хлор-, бром- или нитрогруппу, и достаточно 
уверенно идентифицируемых в биологических образцах. 

В форме оснований соединения этой группы плохо растворяются в воде и лучше — 
в органических растворителях (этаноле, хлороформе, диэтиловом эфире). 

В водных растворах при низких значениях РН бензодиазепины гидролизуются по 
связям МС с образованием соответствующих алкилзамещенных бензофенонов, имею- 
щих желтую окраску. 

В биологических объектах бензодиазепины в общем достаточно стабильны при низ- 
ких температурах, сохраняясь в течение 20-30 дней при 4° С и до одного года при - 20° С. 
В организме человека бензодиазепины накапливаются в жировых тканях и из них вы- 
деляются в кровь. Это обеспечивает полупериод их выведения от 8 до 40 часов. Из ор- 
бензодиазепинов выделяются с мочой, часто в форме конъюгатов с 
льное - через пищеварительный тракт. Метаболические 
ключают деметилирование метиламиногрупп, окис- 
азование конъюгатов с глюкуроновой кислотой 
па в нитразепаме восстанавливается до ами- 
сной кислотой. Гидразепам в процес- 


ганизма до 60% 
глюкуроновой кислотой, а оста 
трансформации бензодиазепинов в 
ление по углероду в положении 3 и обр 
по гидроксильной группе у С,.Нитрогруп 
ногруппы, по которой далее образуется амид с уксу 
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се метаболических превращений теряет заместитель при атоме азота в положении | „ 
превращается в бромный аналог хлозепида. Одновременно может протекать окисление 


при атоме С, с последующим образованием глюкуронида по гидроксильной группе. 


2.8. Производные фенотиазина 


Среди этой достаточно многочисленной группы соединении, имеющих общую фор- 
мулу ХХХИ, наиболее часто встречаются следующие лекарственные соединения: ами- 


назин, дипразин, левомепромазин, тиоридазин. 
В, = (СН) МСН.СН.СН,— ; В, = СГ - аминазин; 
В, = (СН,) МСН,СН(СН,СН,— ; В, = ОСН, - 
левомепромазин; $ 
В, = (СН,),СН.СН,— ; В, = Н - этизин; 
В, = (СНУ МСНСН, — ; Е, = Н - динезин; 
К, = СН,СНОЖСН,) — ; В, = Н - дипразин; 


В = < У снусн, — ; В, = $СН, - тиридазин; В 


В = но-(_У(СН,),-; В, = СМ - перециазин. 


т хи 


Эти соединения обладают сильной антигистаминной активностью, холинолитичес- 
кими свойствами, оказывают значительное воздействие на центральную нервную сис- 
тему. Эти соединения хорошо растворяются в органических растворителях (в этаноле, 
хлороформе, эфире). Ихлипофильный характер способствует депонированиию в жиро- 
вых тканях, что определяет длительный период их выведения из организма. В основном, 
эти продукты выводятся из организма с мочой, главным образом в метаболизированных 
формах. Основные направления метаболизма -— окислительные реакции по атому серы 


с образованием гидроксильных групп, М-деалкилирование, конъюгация с глюкуроно- 
вой кислотой. 


2.9. гллюциногены 


Галлюциногены - это общее название группы веществ, вызывающих возбуждение 
центральной нервной системы, приводящее к нарушениям в восприятии действитель- 
ности, в частности к искажению восприятия цветов, световых сигналов, запахов, вкусо- 
вых ощущений, оценок пространственных и временных соотношений. Прием галлюци- 
ногенов приводит обычно к эйфорическим состояниям, однако может способствовать 
развитию депрессий и агрессивных состояний. Эти явления могут принимать столь 
сильные формы, что могут приводить к самоубийствам. 

По способу воздействия на организм галлюциногены делятся на две группы: серо- 
тонинэргические вещества (ЛСД, мескалин, псилоцин, псилоцибин) и диссоциативные 
анестетики (фенциклидин, его аналоги, включая кетамин). Соединения первой группы 
влияют на обмен серотонина в мозге. Вещества второй группы воздействуют на глута- 
минэргические рецепторы. 

По химической структуре многие галлюциногены являются производными трипта- 
мина (3-этиламинобензопиррола). Их строение описывается общей формулой ХХХИ: 
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В =В,=К,-Н — триптамин; В 

В =В,=Н; В,=ОН - серотонин; 2 сн, сн, МВ, ), 
| ; В =В,=Н - М, В 7 
М-диметилтриптамин; >. о 

В=СН; В=Н; К,=ОН - буфотенин; 

В =СН; В,=ОН; Е. =Н - псилоцин; мн 

В=СН; В,=ОР(=О(ОН); В.Н - ед 


псилоцибин. 

Среди этих соединений активными галлюциногенами, применяемыми, в основном, 
путем орального приема, являются псилоцин и псилоцибин, содержащиеся в некоторых 
грибах (РэЙосубе, Рапаеойта, Р№щеи5, Тгорвата и др.) [23]. Употребление этих наркотичес- 
ких средств распространено, в частности, в северных регионах России. Псилоцибин так- 
же синтезируют в подпольных лабораториях. В форме чистых препаратов эти вещества 
принимают внутрь в количествах 6-10 мг. Их действие проявляется через несколько 
минут (до 1 ч) и продолжается до 4-6 ч. Из организма они выводятся с мочой, в основ- 
ном, в форме метаболитов и конъюгатов с глюкуроновой кислотой (в свободном виде 
выделяются не более 10-11% этих соединений). 

Буфотенин (изомер псилоцина) распространяется подпольно в США под слэнговыми 
названиями Гоуе 5юпе, В!асК бюпе, Ната Воск, Стесе Гоуе Зюпе. Это вещество входит в 
состав китайского лекарственного средства Сйап 5и [24]. 

Исключительно сильным галлюциногеном является диэтиламид О-лизергиновой 
кислоты (ЛСД), получаемый из соответствующей кислоты, выделяемой из рожков спо- 
рыньи (Его иизиз). Структура ЛСД отвечает формуле ХХХ, причем диэтиламидная 
группа при С, занимает экваториальную позицию (4-ЛСД). 

Изомер, содержащий диэтиламидную группу в аксиальной позиции (изо-ЛСД), фар- 
макологически неактивен. 

В нелегальной продаже этот препарат распространяется под названиями Ас4, ВюНег 


© 
й 
(СНОВ 
М 
" < 
сн, 


диэтиламид-д-лизергиновой кислоты ЛСД 
ххх 


Ас, Местодоь Мпие Пашитв в различных формах, которые готовятся путем нанесения 
растворов ЛСД на разнообразные сорбирующие носители (сахар, фильтровальная бума- 
га, различные порошки, расфасованные в желатиновые капсулы). Применяются также 
препараты ЛСД в форме кусочков затвердевшего желатина («пирамидки») или таблеток 
разного размера, формы и окраски» содержащих от 50 до 100 мкг ЛСД.В подпольной про- 
даже распространены также формы ЛСД в виде пропитанных бумажных листов, перфо- 
рированных на участки, содержащие типичные дозы в 30-50 мкг («марки»). Часто наэтих 
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листах изображены различные рисунки. Распространены также миниатюрные таблетки 
диаметром 1,6 мм, содержащие 50-100 мкг ЛСД («Микродот») [26]. 

Галлюциногенное действие ЛСД начинается через 30-90 мин после приема внутрьи 
длится от 2 до 12 ч. Доза 50-200 мкг вызывает интенсивные галлюцинации, изменения 
восприятия, потерю чувства времени и направления. В основном, ЛСД выводится из 
организма с мочой в течение 2-3 суток, причем в неизмененном виде экскретируется 
менее 1% ЛСД. Остальное количество выводится в форме метаболитов и конъюгатов с 
тлюкуроновой кислотой [27]. Основные направления метаболизма - окисление в раз- 
личных позициях (2-, 3-, 13-, 14-), деалкилирование метиламиногруппы в положении 6 и 
диметиламидной группы в положении 8. Вследствие чрезвычайно высокой активности 
ЛСД химико-аналитическое выявление этого вещества и продуктов его метаболизма в 
биологических объектах достаточно затруднительно. В ряде случаев его концентрация 
измеряется несколькими нанограммами на 1 г субстрата [28]. 


2.10. Фенциклидин и его аналоги 


Группу диссоциативных анестетических галлюциногенов составляют 1-(1-фенилцик- 
логексил)-пиперидин, называемый также фенциклидином (РСР) и его многочисленные 
СьНь в “Налоги [29-32]. В их число входит и достаточно широко применяемый 
в медицинской практике внутривенный анестетик кетамин (каллипсол). 
Структурные формулы некоторых представителей этой группы веществ 
приведены ниже. 
К = №М-пиперидин — фенциклидин, РСР; 
тт Е = №-пирролидин - ролициклидин, РСРУу, РНР; 
Е =С,Н.МН — этициклидин, РСЕ; 
Е = (С.Н.) М- фенилциклогексилдиэтиламин. 


Если вместо фенильной группы в молекуле стоит 2-тиенил (формула ХХХТУ), то пре- 
парат называется теноциклидин, ТСР. Наконец, структура ХХХУ отвечает кетамину - со- 
единению, применяемому в настоящее время в хирургии для внутривенного наркоза. 

Все вещества структуры ХХХТУ, в том числе теноциклидин, в настоящее время за- 
прещены к применению и находятся под международным контролем. В нелегальном 


употреблении фенциклидин существует под названиями: Редсе РИ, Апзё] дизь НОС, КШег 
уеед, Етьайтте Диа, Коскег ие, Зпаттз. 


О С.Н, мнсн, 
5 ыы 
теноциклидин кетамин (калипсол) 
ххх ХХХУ 
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Синтезировано большое число структурных аналогов фенциклидина, многие из 
которых встречаются в нелегальном обороте и многократно превышают РСР по своей 
факмакологической активности. 

Обычные дозы РСР при подпольном применении составляют 1-7 мг. Действие насту- 
пает через 5-15 мин при курении и через 1-2 ч при оральном приеме. При внутривенном 
введении препарат начинает действовать через 1-2 мин. Его действие длится 11-12 ч. До- 
зы порядка 5-15 мг вызывают тяжелую интоксикацию в течение 1-4 недель. Дозы 25 мги 
выше приводят к тяжелым отравлениям, часто с летальным исходом [28, 33, 34]. 

После однократного приема РСР этот препарат может быть обнаружен в биологи- 
ческом материале в течение нескольких недель. 

Основные направления метаболизма в организме человека - гидроксилирование в 
положения 3 и 4 циклогексанового кольца и в положение 4 пиперидинового цикла, а 
также окислительное расщепление этого цикла с образованием 5-[М№-(1-фенилцикло- 
гексил)-амино]-валериановой кислоты (РС-кислоты) и далее 1-фенилциклогексиламина 

[32, 35, 36]. В ряде случаев содержание этой кислоты в моче существенно превосходит 
содержание исходного соединения [38]. Продукты гидроксилирования выводятся, в ос- 
новном, в форме конъюгатов с глюкуроновой кислотой. Поэтому химико-аналитическое 
определение этих продуктов следует выполнять после предварительного энзиматичес- 
кого или кислотно-щелочного гидролиза исследуемой пробы. Содержание РСР в моче 
может быть до 24 мкг/мл (чаще от 0,03 до 0,7 мкг/мл), а в случае отравлений может до- 
стигать 45 мкг/мл и более [31]. 


2.11. Фентанил и его аналоги 


Фентанил [№-(1 -фенилэтил-4-пиперидил)-пропионанилид] представляет собой син- 
тетический анальгетик высокой активности (в 10 раз сильнее морфина), обладающий 
наркотическими свойствами, аналогичными действию героина. Этот препарат приме- 
няется в клинической медицине для предоперативной и постоперативной медикации. 
Его анестезирующее действие наступает через 1-2 мин после внутривенного введения 
и длится 30-60 мин [37, 38]. До настоящего времени синтезировано более 100 аналогов 
фентанила, различающихся по силе и длительности действия. Порядка 15 из них рас- 
пространяются в различных странах на нелегальном рынке наркотиков. Чрезвычайно 
высокая активность (в 100-6000 раз выше, чем у морфина) и относительная легкость 
синтеза делают эти наркотики серьезной угрозой всему миру. 


Химические структуры основных представителей этой группы соединений, исполь- 


зуемых в фармакологической практике, отвечают формуле ХХХУ1. 
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Фентанил и его аналоги, применяемые в фармацевтической практике: 
Аг=СН,;В,=Н;В,=СН;В,= В,= Н- фентанил; 
Аг=СН,; В, = СООСН; В, = СН; В, =К,=Н- карфентанил; 


Аг = 2-тиенил ; В, = СНОСН, ; В, = СН,; В,= К, =Н - суфентанил; 
о 
|| 
[е 

Ат=СН,—м 


м—К, = СН.ОСН; В,= СН; К, =В, = Н -альфентанил; 
а”. АЕ 2 ва ЭР 
М=м 


Аг= СН; В, = СООСН; К, = СН; В, =Н; Е, =СН, — лофентанил; 
1 


ба 


м РН Е, =Н;В,= ОСН; В, =Е Е, = СН, - брифентанил, А-3331; 
М=м 


Аг=СН,;В,=В,=В,=Н; В, = ОСН, - окфентанил, А-3217. 
Среди этих соединений суфентанил применяется в кардиохирургии благодаря очень 
высокой эффективности анальгетического действия, лофентанил используется в трав- 
матологии вследствие большой длительности действия, а карфентанил используется в 
ружейных капсулах для обездвиживания диких животных. 
Имеется целый ряд высокоэффективных аналогов фентанила, 
менению как Конвенцией ООН, так и законодательством Россий 


которые из этих веществ описываются общей формулой ХХХУПИ с 
начениями заместителей: 


запрещенных к при- 
ской Федерации. Не- 
о следующими обоз- 
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Запрещенные аналоги фентанила 
Аг= С.Н; В, = В, =Н; К, = СН, — а-метилфентанил; 
Аг СН;В= СН; В, = К, =Н- 3-метилфентанил; 
Аг = 2-тиенил; В, = К, =К, =Н-тиофентанил; 
Аг = 2-тиенил; В =Е,=Н; В, = СН, - 9-метилтиофентанил; 
Ат = 2-тиенил; Е, = СН; В, = В, =Н- 3-метилтиофентанил; 
Аг=С,Н; К, = Е, = Н; В, = ОН -—В-оксифентанил; 
Аг= СН; В, = СН; К, = Н; В, =ОН - В-окси-3-метилфентанил. 
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Заменой в молекуле а-метилфентанила пропионильной группы при амидном атоме 
азота на ацетильную получают ацетил-а-метилфентанил, а замена водорода в положении 
4 фенильной группы на фтор в молекуле дает пара-фторметилфентанил. 

При первом появлении этих препаратов на нелегальном рынке наркотиков (1979- 
1985 гг.) имело место значительное число смертельных случаев из-за передозировки, так 
как все эти препараты, обладая наркотической активностью, сходной с действием герои- 
на, были во много раз более активными. Так, относительная активность по отношению 
кгероину равна 200 для фентанила, 2000 для суфентанила и 6000 для 3-метилфентанила 
[31, 38-40]. Все эти препараты обычно смешивают с большим количеством лактозы или 
крахмала, либо распространяют в виде смесей с кокаином или героином. 

Распространяемые подпольно препараты содержат не более 1% фентанила или его 
аналогов и по цвету варьируют от чисто-белого (Регяаи У/ййе) до светло-коричневого 
(Межсап Втомт). Все это вносит свои затруднения при анализе, тем более что концент- 
рации фентанила и его аналогов в биообъектах обычно не превышают десятых долей 
или единиц нанограммов на 1 мл. 

Метаболические изменения фентанила и его аналогов в большинстве случаев заклю- 
чаются в окислении с внедрением гидроксильных групп в положение 4 фенильной груп- 
пы, в В-положение этиленового фрагмента, в пиперидиновое кольно и в В-положение 
пропионильного радикала. Кроме того, происходит гидролитический отрыв фенильно- 
го или пропионильного радикала с возможным окислением остающихся фрагментов 

молекулы. Всего может образоваться более 10 различных метаболитов, которые в своем 
большинстве неактивны фармакологически [41]. В форме этих метаболитов выводится 
из организма с мочой до 98% препаратов в течение 72 ч. При этом в первые 8 ч выво- 
дится до 70-80% их общего количества. 

Молекулярные массы фентанила и его аналогов составляют 330-350 а.е.м., что де- 
лает более предпочтительным для их определения применение методов жидкостной 
хроматографии. 


2.12. Метадон, трамадол, метаквалон 


Метадон (6-диметиламино-4,4-дифенилгептанон-3 ) представляет собой фармацев- 
тический препарат — синтетический опиоид. Хотя его химическая структура (формула 
ХХХУШ) имеет малое сходство с морфином, его действие аналогично. В отличие от мор- 
фина, метадон может применяться орально. В медицине метадон использовали вместо 
морфина как энергичное болеутоляющее средство, а также при лечении больных с ге- 


роиновой зависимостью. а 
Энергичное наркотическое действие метадона явилось причиной злоупотреблений, что 

привело к практически полному исключению его из числа лекарственных препаратов и кот- 

несению его к веществам, распределение которых должно тщательно контролироваться. 
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В молекуле метадона имеется один хиральный центр, поэтому в большинстве с 
препараты метадона представляют собой рацемическую смесь двух энантиомеров, при. 
чем фармакологическая активность В-метадона (левометадона) в 25-50 Раз превышает 
активность $5-метадона [42, 43]. 


Разовые дозы метадона при вводе в виде инъекций 5 мг, при оральном приеме- таб. 
летки по 5 или 10 мг, Уже через 10 мин после инъекции или через 30 мин после приема 
внутрь метадон может быть обнаружен в плазме крови. Максимальные концентрации 


достигают в плазме крови 360 нг/мл, а в моче — до 3900 нг/мл. Метадон энергично ме- 
таболизируется в организме человека, образуя многочисленные метаболиты. Основные 
направления метаболизации следующие: 

а) окисление с образованием М-оксида, внедрением оксигруппы в один из фениль- 
ных радикалов или отщеплением этильного радикала у ©; 

6) деметилирование диметиламинной группы и последующая циклизация по ке- 
тогруппе с образованием 1,5-диметил-2-этилиден-3,3-дифенилпирролидина 
(ЭДДП), склонного далее отщеплять вторую метильную группу у атома азота с 
образованием 5-метил-2-этил-3,3-дифенилпирролидина-1 (ЭМДП). При анали- 
зе мочи концентрация ЭДДП часто оказывается близкой или даже существенно 
более высокой, чем содержание исходного метадона [44]. 

Разовая доза метадона от 50 до 200 мг может привести к летальному исходу. При 
этом концентрация метадона в плазме может достигать 2 мкг/мл. Молекулярная масса 
метадона (основания) равна 309 а.е.м.; молекулярные массы метаболитов лежат в диа- 
пазоне 260-325 а.е.м. 

Опиоидный анальгетик трамадол [(2-диметиламинометил)-1-(3'-метоксифенил)- 
циклогексанол-1 гидрохлорид] широко применяется в терапии и хирургии для обезбо- 
ливания при коронарных, онкологических и ортопедических болях [45-46]. Соединение 
указанной выше химической структуры может существовать в форме двух стереоизо- 
меров с различной конформацией заместителей [47]. Наиболее биологически активным 

является изомер с аксиальным расположением гидроксильной группы и экваториаль- 
ным расположением метоксифенильного и диметиламинометильного заместителей. 
Изомер с аксиальной конформацией диметиламинометильной и гидроксильной групп 
менее активен. Каждый стереоизомер трамадола существует в форме двух оптически 
активных энантиомеров, различающихся по своей фармацевтической активности, при- 
чем (+)-энантиомер примерно в 10 раз активнее, чем (-)-энантиомер. В то же время в 
отношении обезболивающего действия наблюдается синергизм действия этих изоме- 
ров, в результате чего обезболивающий эффект рацемического препарата выше, чем у 
каждого энантиомера в отдельности [48]. 

Обычная терапевтическая доза трамадола составляет 50-150 мг препарата. Действие 
его наступает через 0,5-1 ч и сохраняется 5-6 ч. При этом содержание трамадола в плаз- 
ме крови составляет от 10 до 1500 нг/мл [49]. 

'Трамадол активно метаболизируется в организме с образованием довольно большого 
числа метаболитов путем деметилирования МЕТОКЗИТЬНОЕ и диметиламинометильной 
групп и путем внедрения второй гидроксильной группы в циклогексановое кольцо. Воз- 
можна также потеря гидроксильной группы с образованием метаболитас ыы 
ядром. Продукт О-деметилирования превышает исходный трамадол по обез Кена 
действию в 2—4 раза [50, 51]. Как сам трамадол, так и содержащие гидроксильные группы 
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его метаболиты способны образовывать конъюгаты с глюкуроновой кислотой, причем 
их содержание в моче обычно сравнимо с содержанием исходных соединений [49]. 

Основное количество принятого орально трамадола выводится с мочой в течение 
36-72 часов. В неизмененном виде экскретируется почками около 30%. 

Прием больших количеств трамадола наркоманами может приводить к тяжелым отрав- 
лениям и к смертельным исходам. При этом отмечены концентрации трамадола в крови 
вплоть до 13—23 мг/л,а его основных метаболитов — порядка 4 мг/л [52,53]. Молекулярные 
массы трамадола и его основных метаболитов лежат в диапазоне от 227 до 260. 

Важным психотропным средством, специально отмеченным среди запрещенных к 
применению Конвенцией ООН [22], является метаквалон [2-метил-3-(О-толил)-4-хи- 
назолинон] — вещество, использовавшееся в медицине под многочисленными синони- 
мами (ортонол, аквалон, дорисед, ноктилен, сомнотропон и т.д.) [54]. Молекулярная 
структура метаквалона соответствует формуле ХХХИХ: 

Метаквалон применялся в качестве седативного, снотворного средства, оказыва- 
ющего также противосудорожное действие и усиливающего действие барбитуратов, 
анальгетиков и нейролептиков. 
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Обычно метаквалон применяли орально. При этом препарат быстро всасывается 
из желудочно-кишечного тракта. Снотворное действие проявляется через 15-30 мин 
после приема, сон продолжается 6-8 ч. Этот препарат применяли при нарушении сна 
различной природы, например при бессоннице, связанной с острыми и хроническими 
болями. Обычно препарат назначали в количестве 0,2 г (1 таблетка). Однако выявлена 
возможность привыкания и лекарственной зависимости от метаквалона, что и послу- 
жило поводом к его запрету на международном уровне. 

Чистый метаквалон представляет собой белый кристаллический порошок, хорошо 
растворимый в липофильных органических растворителях. В воде и спирте метаквалон 
растворяется плохо. 

Молекулярная масса этого препарата 250; в организме он метаболизируется, в основ- 
ном, с разрывом связей С-М и выводится с мочой в течение 36-48 ч. 


2.13. Второстепенные психодепрессанты и психостимуляторы 


К этой группе веществ относят алкоголь (этиловый спирт, в редких случаях изоп- 
ропиловый спирт), табак благодаря содержащемуся в нем алкалоиду никотину, кофеин, 
содержащийся в кофе и чае, кат (абиссинский чай), употребление которого распростра- 
нено в странах Африканского Рога и в Йемене, и плоды кола, обладающие определенным 
тонизирующим действием. Прием внутрь этих препаратов или курение табака вызыва- 
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ют подъем настроения и вместе с тем наносит ощутимый вред организму. В практике 
химико-аналитических и судебно-химических исследований приходится встречаться 
с определением следов алкоголя в выдыхаемом воздухе и, к сожалению, в достаточно 
многочисленных случаях в крови и органах трупов людей, погибших от отравлений или 
от иных причин, связанных с употреблением алкоголя. 


2.14. Вещества, связанные с токсикоманией 


В последние десятилетия распространились случаи использования летучих раство- 
рителей для создания приятных ощущений, приподнятого эйфорического настроения 
путем вдыхания их паров. Такое химическое воздействие на психику принято называть 
токсикоманией. Наиболее часто для этой цели используют такие часто встречающиеся в 
быту растворители, как бензин, ацетон, эфир, хлороформ, трихлорэтилен (жидкость для 
химической чистки одежды), эфиры уксусной кислоты (клей «Момент»), растворители 
лаков и красок и др. Регулярное повторение этой процедуры приводит к формированию 
психической зависимости от этих веществ, хотя физическая зависимость может отсутс- 
твовать или может проявляться в слабой степени. Значительное число таких веществ 

представляет собой химические соединения с относительно небольшой молекулярной 
массой, либо многокомпонентные смеси таких соединений (бензин, растворители). 
Для большинства веществ, используемых при токсикомании, имеются разнообраз- 


ные методы химико-аналитического определения, в своем большинстве базирующиеся 
на основе газовой хроматографии. 


2.15. Допинговые средства 


К числу запрещенных допинговых средств в настоящее время относят уже рассмот- 
ренные выше стимуляторы центральной нервной системы типа, например амфетами- 


нов, иные наркотические вещества, включая алкоголь, а также вещества анаболичес- 
кого характера (анаболические стероиды), 


-блокаторов, могут создать 
х видах спорта, где важ- 
при стрельбе из лука или из огне- 


: ебление анаболических стероидов 
может способствовать наращиванию мышечной массы и таким образом создавать пре- 


имущества для тяжелоатлетов. 
Все без исключения допинговые средства, помимо этической нечистоплотности их 


использования, определенно могут причинять вред организму спортсменов, что и долж 
[А м ` а 
но служить главной причиной запрещения их использования. 


Впервые допинг-контроль был введен Международным Ол 
в 1968 году. Позже к этому запрету присоединились многие 
разных стран. Перечень запрещенных средств непрерывно 
штабы обследования спортсменов на крупных международных соревнованиях. Так, в 
1992 году на летних Олимпийских играх в Барселоне (Испания) было проведено более 
1850 анализов отобранных у спортсменов биологических проб (преимущественно мочи) 
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на содержание запрещенных допинговых средств [57]. В 1996 году во время Олимпий- 
ских игр в Атланте (США) общие затраты на организацию и проведение допинг-конт- 
роля превысили 2,5 млн долларов США. В 1995 году 24 лаборатории, аккредитованные 
Международным Олимпийским Комитетом, провели более 9000 анализов проб, отоб- 
ранных у спортсменов. При этом 41% проб были взяты во время соревнований. Общее 
число положительных заключений о применении допингов составило 1,6 %. Изних 65% 
составляли случаи применения анаболических стероидов, 21% - применение стимулято- 
рови 4% - применение диуретиков. Лишь в очень малом числе случаев было выявлено 
использование гормонов пептидного характера [58]. 

Как правило, допинговые средства присутствуют в исследуемых биологических объ- 
ектах в концентрациях, не превышающих десятков нанограмм на 1 мл, что определяет 
необходимость использования для их выявления наиболее совершенных аналитичес- 
ких методов и приборов. 

Даже в этих случаях часто не удается выявить химико-аналитическими методами 
такие допинговые соединения, которые продуцируются естественным путем в чело- 
веческом организме. Например, очень трудно выявить использование в целях допинга 
гормона роста (йСН) или продуктов его превращений в организме. В то же время счи- 
тается, что введение гормона роста в период тренировок может ускорять распад жиров 
и интенсифицировать синтез белка в организме. 

Несколько легче выявляется применение для целей допинга стероидных гормонов. 
Так, использование для этой цели тестостерона (формула ХХХХ) может быть выявлено 
при сопоставлении уровней содержания в моче этого гормона и его метаболита эпитес- 
тостерона. Этот эпимер не образуется из введенного извне тестостерона, так что силь- 
ное превышение нормального соотношения этих соединений 1:1 служит признаком 
незаконного применения этого препарата. 


1- метилирование 
1,2 - дегидрирование 


о 


2 - метилирование 


о = тестостерон 


| 


4 - хлорирование 


Аналогично по соотношению концентраций исходного соединения и его метаболитов 
может быть выявлено применение для целей допинга дегидротестостерона. Основные 
пути метаболизма тестостерона показаны на схеме 2.2. 

В качестве допинговых средств применяют многочисленные аналоги стероидных 
тормонов, синтезированные в химических лабораториях. Некоторые примеры таких 
соединений приведены на схеме 25 

В ряде случаев введение чужеродн 


ых стероидных гормонов может быть выявлено по 


соотношению стабильных изотопов °С и 12С, которое для введенного в организм чуже- 
родного вещества может отличаться от величины, характерной для данного организма. 
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Схема 2.2. Метаболизм тестостерона 
Структуры и пути метаболизма стероидных гормонов, применяемых с целью допинга, д 
будут рассмотрены более подробно ниже в разделах, посвященных их химико-аналитичес- | 


кому определению. Однако метаболизм достаточно 
диенона представлен на схеме 2.4. 


Достаточно сложной химико-аналитической проблемой в спорте является незакон- 


ное использование в целях допинга эритропоэтина — белка, стимулирующего проду- 

цирование красных кровяных телец и тем самым увеличивающего способность крови 

переносить кислород. Считается, что введение эритропоэтина может способствовать 

улучшению результатов в таких видах спорта, как бег или велосипед. ( 
Эритропоэтин является коммерчески доступным лекарственным препаратом. С его я 

незаконным применением связывают несколько случаев смерти спортсменов во время 

соревнований. Для выявления незаконного использования этого препарата предложен 

ряд тестов, связанных с определением концентрации ряда ферментов крови (трансфе- 

ринаидр.) [62]. Еще более затруднительным является химико-аналитическое выявление 

таких манипуляций, как использование препаратов крови, 


красных кровяных телец и 
темоглобина, что, к сожалению, пока еще практикуется в спортивной среде. 


распространенного препарата - метан- чт 
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Схема2.3. Структурные формулы синтетических стероидов 
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Схема 2.4. Метаболизм метандиенона 


(1) — метандиенон; (2) — 6В-оксиметандиенон; (3) 
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ГЛАВА 3 


ХАРАКТЕРИСТИКА ОСНОВНЫХ ОБЪЕКТОВ 
ХИМИКО-АНАЛИТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ 
НАЛИЧИЯ СОЕДИНЕНИЙ, ПОДЛЕЖАЩИХ КОНТРОЛЮ 


Химико-аналитическое исследование на присутствие наркотических веществ может 

проводиться путем анализа следующих объектов: 

1) Фармацевтические формы - твердые вещества в виде таблеток, капсул, порош- 
ков, часто смеси целевых веществ с сахаром ( сахарозой, глюкозой, лактозой и др.), 
крахмалом или поваренной солью [1]. 

2) Вещества, представляющие собой продукты биологического происхождения и 
сложного состава (пищевые продукты, такие как хлеб, твердые жиры и масла, 
образцы растительного происхождения (стебли, листья, плоды растений) [2]. 

При проведении анализов на содержание и/или применение допинговых средств в 

подавляющем большинстве случаев объектами химико-аналитического исследования 


бработки пробы биоматериала и, в 
я в ней контролируемых веществ 


и перевода их при необходимости в ту или иную форму, наиболее подходящую для при- 


вания в своем большинстве включают стадии измельчения 
ких биообъектов, как органы и фрагменты органов и тканей ж 
Измельченный, дезинтегрированный материал Экстрагируют ра 
экстрагентов в большой степени зависит от природы предполаг: 


составляющих пробы и гидролитическое расщепление конъ 
ронидов, при анализе проб мочи [4]. 

Для успеха анализа огромное значение имеет пРавильное хранение п о& 
межутке времени между ее отбором и обработкой. Наиболее и жоы в про- 
этом является хранение пробы в условиях глубокого замораживания м: оным при 
от -20 до -56° С, т.е. при замораживании сухим льдом или даже Иды р 

Химико-аналитическое исследование биологических объектов в значительной сте- 


и экзогенных вещесть, за- 


югатов, например, глюку- 


пени осложняется наличием в пробе различных эндогенных 
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частую не имеющих отношения к соединениям, являющимся целью химико-аналити- 
ческого определения, а в других случаях, тождественных с ними. 
Так, например, распределение 


токсических продуктов в организме человека опреде- 
ляют такие факторы, как возр 


аст, пол и вес обследуемого субъекта; наличие в организ- 
метаких экзогенных веществ, как кофеин, никотин, алкоголь, лекарственные вещества; 
характер пищи, употреблявшейся в течение ближайших часов перед отбором пробы. 

Уровень микроконцентраций целого ряда веществ в организме может зависеть от 
различных болезней, контактов обследуемого субъекта с соединениями бытовой или 
индустриальной химии и даже от генетических особенностей пациента. 

При анализе твердых препаратов, содержащих предположительно те или иные контро- 
лируемые вещества, пробу измельчают и далее экстрагируют подходящим экстрагентом. В 
тех случаях, когда предполагается наличие азотсодержащих веществ аминного характера 
(алкалоидов, например, опиатов, кокаина, эфедрона, нейростимуляторов, галлюциногенов 
ит.и.), первичную экстракцию целесообразно провести экстрагентом кислого характера 
(1н раствором хлороводородной или азотной кислоты). Далее водную вытяжку обрабаты- 
вают щелочью до рН 11-12 и щелочной раствор экстрагируют липофильным раствори- 
телем (эфир, хлороформ). Полученный экстракт упаривают до объема 1-2 мл и остаток 
анализируют тем или иным методом (хроматографическим, спектральным, иммунохи- 
мическим и тд.). В том случае, когда имеются основания предполагать наличие в пробе 
психотропных веществ липофильного характера (каннабиноидов), стадию кислотной 
экстракции можно опустить и экстрагировать пробу сразу липофильным растворителем 
(эфир, ацетон, хлороформ, хлористый метилен). Далее полученный экстракт упаривают 
до объема 1-2 мл и остаток анализируют подходящим методом [5]. 

При анализе проб крови следует иметь в виду, что содержание контролируемых ве- 
ществ в крови достаточно изменчиво вследствие протекания интенсивных биохими- 
ческих процессов. Различается содержание токсических веществ в крови живых людей 
и трупов, а также в артериальной и венозной крови. 

Для предотвращения свертывания крови к пробе могут добавляться антикоагулянты. 
При этом гепарин разрушает комплексы жирных кислот с белками, что может приво- 
дить к увеличению содержания этих веществ в экстрактах. Другими эндогенными со- 
единениями, которые обнаруживаются в экстрактах проб крови, могут быть стероидные 
гормоны (например, тестостерон) и холестерин. Наличие этих соединений затрудняет 
обнаружение, например, анаболических стероидных гормонов при допинг-контроле. 
Другие жидкие пробы со значительным содержанием биологических веществ (содержи- 
мое желудка, содержимое кишечника, слюна, кофе, молоко, сиропы, супы и т.п.) вначале 
при необходимости разбавляют водой, затем подвергают дезинтеграции, подкисляют 
хлороводородной кислотой и экстрагируют диэтиловым эфиром 2-3 раза при пример- 
ном соотношении объемов экстрагента и пробы 1:10. После фильтрации водный слой 
подщелачивают аммиаком или едким натром до рН 11-12 и экстрагируют хлорофор- 
мом. После осушки безводным сульфатом натрия и отгонки растворителя до объема 

1-2 мл экстракт анализируют подходящим методом на присутствие веществ основного 
характера. Первичный эфирный экстракт подвергают реэкстракции свежеприготовлен- 
ным раствором бикарбоната натрия, чтобы отделить вещества кислотного характера от 
слабокислых и нейтральных веществ. Эфирный слой подсушивают безводным сульфа- 
том натрия, фильтруют и упаривают, после чего анализируют подходящим методом на 
присутствие слабокислых и нейтральных веществ (каннабиноиды и др.) [6]. 
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Водный слой после реэкстракции подкисляют хлороводородной а Иещераз 
экстрагируют эфиром. Водный остаток отбрасывают, а вторичный эфирный Экстракт 
осушают, фильтруют и упаривают до объема 1-2 мл, после чего анализируют на при. 
сутствие веществ кислотного характера. 

Наиболее сложен анализ проб с большим содержанием биологических веществ, 
К этой группе объектов относятся растительные материалы разного характера (маковая 
соломка, гаптиш, головки мака, сухие растения мака или конопли ит.п.), образцы ВОЛОС 
и ногтей живых людей, ткани и органы трупов (мыпщы, печень, почки, мозг), фекалии 
и меконий новорожденных и т.п. Все эти пробы после гомогенизации подкисляют хло- 
Роводородной кислотой, смесь насыщают сульфатом аммония и после фильтрования 
Экстрагируют этиловым эфиром, извлекая нейтральные и слабокислые вещества. Водный 

слой подщелачивают концентрированным раствором аммиака или натриевой щелочи 
и экстрагируют хлороформом или хлористым метиленом. Водный слой отбрасывают, 
а экстракт после осушки безводным сульфатом натрия и фильтрования упаривают до 
объема 1-2 мл. Этот концентрат анализируют подходящим методом на наличие веществ 
основного характера (опиаты, кокаин и т.п.). 

Первичный эфирный экстракт реэкстрагируют раствором натриевой щелочи или 


кислотного характера. 

Ниже приводятся характеристики некоторых часто встречающихся в анализе конт- 
ролируемых веществ объектов биологического характера. 

Моча как объект химико-аналитического исследования встречается наиболее час- 


изменениям вследствие активности бактериальной флоры. Для предотвращения этого 


ряд эндогенных соединений (амины, мочевина, мочевая кислота, карбоновые кислоты, 
стероиды, небольшое количество сахаров и желчных пигментов, придающих моче жел- 
тую окраску). 

Многие токсические вещества удается выявить при анализе слюны. Этот объект яв- 
ляется менее сложным, чем кровь или моча, причем известно, что существует тесная 


ей в слюне. Все рекомендации относительно консервации и хранения проб, изложенные 
выше, применимы и к пробам слюны, обычно обладающим высокой ферментативной 
активностью. ` 
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Желчьвхи 
ставляет собо 
большое числ 


мико-аналитической практике встречается реже. Эта биожидкость пред- 
й продукт секреторной активности печени. В ее состав обычно входит 
о эндогенных веществ, характерных для крови и плазмы. Кроме того, в 
состав желчи входят желчные кислоты, по химической структуре родственные стеро- 
идным гормонам, и пигменты. 

Достаточно сложным объектом химико-аналитического исследования являются 
пробы ткани печени. Вследствие многообразия функций, выполняемых в организме 
печенью, в экстрактах тканей этого органа, как правило, присутствует большое число 
эндогенных и экзогенных веществ, включая продукты белкового, углеводного и жиро- 
вого обмена, стероиды и их метаболиты, фосфолипиды, холестерин, желчные кислоты 
и билины - желчные пигменты. Эти вещества образуются в результате разрушения ге- 
моглобина с образованием открытых тетрапирролов. Желчные пигменты билирубин и 
биливердин выводятся с желчью в форметлюкуронидов. Такие соединения интенсивно 
поглощают свет в видимой области, что может затруднить спектральное исследование 
экстрактов. Обработка таких проб включает дезинтеграцию и гомогенизацию проб 
при разбавлении водой, подкисление хлороводородной кислотой и двух-трехкратную 
экстракцию диэтиловым эфиром. Далее водный слой подщелачивают аммиаком или 
гидроксидом натрия и экстрагируют хлороформом для извлечения веществ основного 
характера. Органический экстракт сушат безводным сульфатом натрия, фильтруют, отго- 
няют хлороформ в мягких условиях (при низкой температуре, в вакууме водоструйного 

насоса) и остаток объемом 2-3 мл далее анализируют подходящим способом. 

Эфирный экстракт обрабатывают насыщенным раствором бикарбоната натрия, в 
который переходят вещества кислотной природы. Этот водный раствор экстрагируют 
диэтиловым эфиром. Полученный экстракт после сушки сульфатом натрия, фильгро- 
вания и упаривания до объема 1-3 мл анализируют. 

Вторичный эфирный экстракт, содержащий слабокислые и нейтральные вещества, 
сушат сульфатом натрия, фильтруют, упаривают и далее подвергают химико-аналити- 
ческому исследованию. 

По такой схеме обрабатывают и подготавливают к анализу пробы тканей мозга, по- 
чек, мышечной ткани и других органов трупов людей, гибель которых связывается с 
потреблением наркотических или допинговых веществ. Аналогичным образом обра- 
батывают пробы содержимого желудка и кишечника трупов, а также пробы фекалиев 
живых людей и первородного кала (мекония) новорожденных. 

Ткани мозга содержат значительное количество фосфолипидов, стеринов, тригли- 
церидов и т.п. В мозговой ткани содержатся низкомолекулярные пептиды, некоторые 
из которых обладают опиатными свойствами. Осложняет извлечение токсичных соеди- 
нений из мозговой ткани присутствие холестерина (до 5% в сухом веществе), который 
способен образовывать с водой стойкие эмульсии. 

Экстракцию и изоляцию контролируемых веществ из гомогенатов мозгового вещес- 
тва проводят, как описано выше [9]. 

Фекалии представляют собой объект химико-аналитического исследования, отли- 
чающийся значительным содержанием органических веществ. В эту среду переходят те 
токсические вещества, которые перерабатываются в печени и переходят в желчь. Кроме 
того, этот биообъект может содержать токсические вещества, которые не полностью 
абсорбировались в желудочно-кишечном тракте при оральном введении в организм. 
Фекалии содержат большое число эндогенных веществ, в том числе желчные кислоты, 
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стероидные гормоны, сахара, порфирины и продукты их алии деструкции, Кроме 
того, этот биообъект отличается наличием разнообразных экзогенных веществ, посту. 
пающих с пищей. Это обстоятельство в значительной степени затрудняет как проведе. 
ние анализов, так и интерпретацию их результатов. 

Особое значение для контроля потребления наркотических веществ женщинами В 
период беременности имеет химико-аналитическое исследование первородного кала 
новорожденных, называемого меконием [7, 8]. Организм новорожденного выделяет 
меконий в 1-5 день после рождения, однако накопление этого вещества в организме 
плода начинается примерно с 16-й недели беременности. В состав мекония входят со- 
ли, желчные кислоты, мукополисахариды, липиды, белки, энзимы, элементы крови И 
эпителиальные клетки. Кроме того, в меконий переходят наркотики и продукты их ме- 
таболизма в организме матери и в печени плода. © желчью наркотические средства И 
продукты их метаболизма поступают В меконий, где накапливаются и сохраняются до 
рождения ребенка. В результате содержание наркотиков и их метаболитов в меконии 
может значительно превышать их содержание 1: крови или в моче ребенка. 


Так, например, если мать ребенка в период беременности употребляет морфин или 


героин, то в меконии ребенка обнаруживают морфин и кодеин как в свободной, так и 
в конъюгированной форме. 


Пробы фекалий и мекония подвергаются быстрым энзиматическим и бактериаль- 


ным изменениям. Поэтому они должны подвергаться анализу по-возможности как 
можно быстрее после их отбора. До начала выполнения операций пробоподготовки 
пробы должны сохраняться в замороженном виде. Кроме того, для консервирования 
проб применяют лиофильную сушку. Как правило, анализ высушенных проб дает более 
воспроизводимые результаты [9]. 

При контроле потребления наркотических веществ большую помощь оказывает ана- 
лиз выростов кожи - волос и ногтей. Эти биологические материалы могут быть отоб- 
раны у живых людей и при этом позволяют получить весьма ценную информацию о 
потреблении пациентами наркотических и иных токсических веществ : 

Волосы, легко доступные для отбора, Е 


являются консервативной Й й 
й й 
в течение длительного времени сохранят . о м 


ь вводимые в организм о 
ганические токсичные соединения, в том числе наркотики 


Установлено, что в волосах наркоманов в течение длительного време - 
ся и могут быть обнаружены многочисленные наркотические а т 
вызывающие токсикоманию и лекарственную зависимость (опиаты 29 И 
каин, амфетамин, фенциклидин, метаквалон и др.). Эти вещества ы набиноиды, ко- 
волосах, растущих на голове и на теле, могут быть обнаружены а в ные ы 
после окончания их приема. При этом данные соединения, аи ре 
ь 


рганические и неор- 


не подвергаются метаболическим изменениям. 
Обычно скорость роста волос на голове составляет примерно 1 см вы 

чает, что, оценивая распределение токсичных веществ по длине волос и ==> 

см, можно проследить характер поступления в организм наркотиков и ние длине 6-8 

ких веществ на протяжении 6-8 месяцев соответственно. Понятно, что Ех х токсичес- 

столь длительного времени анализ биожидкостей уже не сможет дать и 

результатов на наличие наркотиков. ожительных 
Ногти, как и волосы, в основном, построены из белкового компо 


нента ке 
как и волосы, могут задерживать в своем составе поступающие в ор: т Иа, 
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вещества. Однако интервалы времени, поддающиеся контролю при исследовании ве- 
щества ногтей у живых пациентов, естественно, не превышают нескольких дней [10]. 
Приведенные сведения не исчерпывают всех возможных объектов химико-аналити- 
ческого исследования на наличие тех или иных контролируемых веществ и продуктов их 
трансформации в живом организме. Однако описанные в данной главе подходы помо- 
гут аналитику, владеющему основными навыками техники химического исследования, 
скорректировать методику исследования представленного для анализа материала таким 
образом, чтобы получить надежный и достаточно информативный результат. 
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ГЛАВА 4 


ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НАРКОТИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ 


Химическое тестирование чаще всего используется в криминалистике для ускорен- 
ного выявления присутствия в исследуемой пробе наркотических веществ в тех случа- 
ях, когда подлежащие анализу образцы представляют собой растительные материалы, 
сигареты, порошки, таблетки, ампульные растворы для инъекций либо лекарственные 
формы. 

Химическое тестирование состоит в том, что препарат, содержащий те или иные 
наркотики, обрабатывают специальным химическим реактивом, что приводит к по- 
явлению окраски, специфической для наркотических веществ определенных групп. 
В большинстве случаев химические тесты такого рода не являются столь специфичес- 
кими, чтобы со стопроцентной достоверностью выявить какой-либо один конкретный 
наркотик. Однако они позволяют судить о наличии в исследуемом образце целой груп- 
пы веществ, сходных по своему химическому поведению. Поэтому положительные ре- 
зультаты первичного химического тестирования должны обязательно подтверждаться 
последующим анализом более чувствительными и специфическими методами. 
Содержание наркотических веществ в исследуемых препаратах может различаться в 
очень широких пределах от 100% в чистых препаратах до долей процента в сильно раз- 
бавленных («разбодяженных») образцах наркотиков кустарного приготовления или в 
препаратах, являющихся предметом «уличной» торговли. Кроме того, при тестировании 
таких образцов следует иметь в виду, что на результаты исследования могут оказывать 
влияние красители, специально добавляемые в препараты, или окрашенные вещества - 
компоненты растительного сырья. Результаты химического тестирования могут быть 
также недостаточно определенными при наличии в исследуемой пробе нескольких нар- 
котических соединений, принадлежащих к разным химическим группам, что характерно 
для распространяемых на черном рынке наркотических «коктейлей» («спидбол» и др.). 
Такие пробы обязательно должны подвергаться последующему анализу более чувстви- 
тельными и специфическими методами. 

В тех случаях, когда подлежащий тестовому обследованию образец твердых веществ 
представляет собой единичную упаковку, ее содержимое тщательно перемешивают для 
достижения возможно более полной однородности состава (при необходимости с пред- 
варительным измельчением). Из однородного материала отбирают для тестирования 
2-3 пробы массой 5-10 мг. Если представленный на анализ материал содержится в мно- 
жественных дискретных формах или упаковках (порошки, таблетки, ампулы, сигареты, 
«марки»), то исследование проводят следующим образом. у 

Если число образцов меньше 10, то все они подвергаются тестированию. При числе 
образцов от 10 до 100 из них выбирают случайным образом и тестируют 10. При числе 
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ками или без них, а также небольшие пробирки или фарфоровые либо стеклянные 
лабораторные чашки, специальные ампулы и даже в ряде случаев полоски фильтро- 
вальной бумаги. 

Следует иметь в виду, что положительный результат химического тестирования, во- 
обще говоря, не доказывает наличие в испытуемом образце соответствующего нар- 
котического вещества, но в лучшем случае лишь свидетельствует о возможности его 
присутствия. Поэтому все образцы, показавшие при химическом тестировании положи- 
тельные (или неопределенные) результаты обязательно должны быть проанализирова- 
ны более чувствительными и специфическими методами, обсуждаемыми в дальнейших 
разделах. То же относится и к пробам, дающим отрицательный результат химического 
тестирования, если имеются те или иные основания подозревать, что в них содержатся 


наркотические вещества. 


Выявление некоторых групп наркотиков с помощью 
химического тестирования 


4.1. Опий (морфин, героин, кодеин) 


1. Реактив Марки: смесь 40%-го раствора формальдегида и НЫ серной 
кислоты (уд. вес 1,84). Выполнение тестирования: Бе у И 
материала помещают на тестовую пластинку, добавляют 2. ры ры Е я 
Появление окраски от фиолетовой до пурпурной показыв рису 


твие морф): оина или кодеина. 

морфина, героин: 

Реа; - и еленовой кислоты Н 5е0, растворяют в 100 мл концентриро- 
ктив Мекке: 1 гс 2 


ванной серной кислоты (уд. вес 1,84). В лунку тестовой пластинки иомеиют не- 
шую бу тестируемого материала, добавляют 1 каплю раствора Н, <О, итри 
ув ыы Е Появление окраски от голубой до зеле- 


капли концентрированной а. а героина или кодеина. Реакция 
ет на возможное п 

ной р и сходная окраска может появляться в присутствии многих других 
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3. Концентрированная азотная кислота: при зааимолействии очень малой проб, 
тестируемого материала с одной каплей концентрированной азотной кислоты про- 
исходят следующие изменения окраски: 

- появление желтой окраски, медленно переходящей в светло-зеленую, показывает 
возможное присутствие героина; 

— оранжевая окраска, быстро переходящая в красную, а затем в желтую, указывает 

на возможное присутствие морфина; 

- оранжевая окраска, постепенно переходящая в желтую, указывает на возможное 

присутствие кодеина. 

Аналогичные результаты могут получаться и в присутствии довольно значительного 
числа других химических веществ. Поэтому такой тест не следует считать очень специфич- 
ным, хотя он и дает возможность различать присутствие морфина, кодеина и героина. 

Следует отметить, что вследствие высокой токсичности и опасных едких свойств 
применяемых реактивов, эти тесты следует выполнять в условиях стационарной лабо- 
ратории, привлекая для этой цели достаточно квалифицированный персонал. 


4.2. Каннабиноиды (гашиш) 


1. Выявление присутствия каннабиноидов с использованием красителя «Прочного си- 
него Б»: хлороводородную соль «Прочного синего Б» смешивают с сульфитом натрия. 
Небольшое количество получаемой смеси добавляют в пробирке к пробе тестиру- 
емого образца. Далее добавляют в пробирку 0,1н раствор гидроксида натрия. Про- 
бирку встряхивают 2 мин и наблюдают пурпурное окрашивание слоя хлороформа, 
свидетельствующее о возможном присутствии каннабиноидов. 

2. Обнаружение действием реактива Дюкенуа-Левина: в пробирке добавляют к пробе 
тестируемого материала 2 мл раствора 0,4 г ванилина в 20 мл этанола с добавкой 0,5 
гацетальдегида. Смесь встряхивают 1 мин, добавляют 2 мл концентрированной сер- 
ной кислоты, перемешивают и оставляют стоять на 5-10 мин. При появлении окрас- 

ки (- через 2 мин) добавляют 2 мл хлороформа и осторожно перемешивают смесь. 
В присутствии гашиша нижний слой хлороформа окрашивается в фиолетовый цвет. 
Сходную реакцию дают лишь немногие вещества природного происхождения. По- 
этому результаты данного теста следует рассматривать как относительно надежные, 
хотя тем не менее требующие подтверждения более совершенными химико-анали- 
тическими методами. 


4.3. Кокаин 


1. Выявление кокаина раствором тиоцианата кобальта: к неболь 
тестируемого материала в пробирке добавляют 1 каплю 16-про 
ра хлороводородной кислоты, перемешивают и добавляют 1 каплю раствора 2,5 г 
тиоционата кобальта (П) в 100 мл воды. Появление голубой окраски указывает на 
возможное присутствие кокаина. Этот же тест дает положительный результат с раз- 
личными препаратами кокаина, включая «крэк», однако сходная окраска возникает 
также и в присутствии ряда синтетических агентов аминной природы, в том числе 
фенциклидина, метаквалона и ряда других веществ. 


шому количеству 
центного Рраство- 
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2. Несколько более специфический и чувствительный тест осуществляется следу- 


ющим образом: к небольшой пробе тестируемого материала в пробирке добав- 
ляют пять капель раствора 1г тиоцианата кобальта (П) в 50 мл 10%-ной уксусной 
кислоты с последующим добавлением 50 мл глицерина. Встряхивают пробирку 
10-15 с. При наличии в тестируемом материале кокаина возникает голубое ок- 
рашивание. Если голубая окраска не появилась, добавляют такое же количество 
тестируемого материала, как и в начале опыта. Если голубая окраска снова не по- 
явится, то, по-видимому, тестируемый материал кокаина не содержит. При появ- 
лении голубого окрашивания добавляют небольшое количество концентрирован- 
ной соляной кислоты. При наличии кокаина раствор приобретает интенсивную 
фиолетовую окраску. Если окраска мало интенсивна, добавляют еще одну каплю 
хлороводородной кислоты. Далее добавляют к смеси 5 капель хлороформа. Слой 
этого растворителя при наличии кокаина окрашивается в фиолетовый цвет. Та- 
кую окраску дают лишь очень немногие вещества. Однако среди этих веществ 
оказываются и весьма важные с точки зрения выявления наркотических препа- 
ратов метаквалон и фенциклидин. 

Раствор 5 г гидроксида калия в метаноле вызывает алкоголиз кокаина по бензоиль- 
ной группе с образованием метилбензоата, обладающего характерным запахом. Для 
выполнения этого теста в пробирку помещают небольшую пробу тестируемого мате- 
риала, добавляют 10-15 капель спиртового раствора гидроксида калия, встряхивают 
пробирку -10 с, при необходимости подогревают в теплой воде и сравнивают запах 
выделяющегося из пробирки вещества с запахом заведомого препарата метилбен- 
зоата. При сходстве запахов делают заключение о присутствии кокаина в тестиру- 
емом материале. Этот тест достаточно специфичен, так как среди контролируемых 
веществ очень мало примеров соединений, содержащих бензольную группу, кроме 
кокаина, норкокаина и бензоилэкгонина. 


4.4. Барбитураты 


Реакция сацетатом кобальта (реактив Дилль — Конани): раствор 1: 0,1 г тетрагид- 
рата ацетата кобальта растворяют в 100 мл метанола и добавляют 0,2 мл ледяной ук- 
сусной кислоты; раствор П : 5 мл изопропиламина растворяют в 95 мл абсолютного 
метанола. Для выполнения теста помещают в лунку фарфоровой пластинки неболь- 
шое количество исследуемого материала и добавляют 3 капли раствора [ и 3 капли 
раствора П. В присутствии барбитуратов появляется красновато-пурпурная окрас- 
ка. В присутствии метамфетамина появляется желтовато-зеленая окраска. Сходные 
результаты получаются также и с другими производными и аналогами амфетамина. 
Хотя эта реакция достаточно специфична для барбитуратов, она не дает возможнос- 


ти различить различные препараты этой группы. 
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4.5. Вещества группы амфетамина 


Присутствие в исследуемом материале амфетамина, метамфетамина ( первитина) 

и других аналогов и производных амфетамина может быть выявлено с помощью сле. 

дующих тестовых реакций. 2 

1. Действие реактива Марки: к небольшой пробе исследуемого материала добавляют 
1 каплю реактива Марки. При наличии в исследуемом препарате амфетамина поя- 
вится оранжевая окраска (изменяется до коричневой). В присутствии метамфетами. зд 
на появляется желтовато-зеленая окраска. Сходные результаты получаются также и : 
с другими производными и аналогами амфетамина. 

2. Действие реактива Симона: к небольшому количеству исследуемого материала на 
фарфоровой пластинке добавляют 1 каплю смеси равных объемов 10%-го раствора 
ацетальдегида и 1%-го раствора нитропруссида натрия. Затем прибавляют две капли 
2%-го раствора карбоната натрия. В присутствии метамфетамина (первитина) воз- 


никает голубая окраска. Если вместо ацетальдегида используют раствор 1 г нитро- к. 
пруссида натрия в 100 мл 5%-ного водного ацетона, то в присутствии амфетамина к 
появляется пурпурная окраска. 

Эти тестовые реакции могут иметь лишь ориентировочное значение и их результа- объ 
ты должны обязательно подтверждаться более чувствительными и специфическими ы 
аналитическими методами. и 

ДЛЯ 
техЕ 

4.6. Обнаружение фенциклидина и метаквалона Цен 

В пробирку помещают небольшое количество испытуемого материала и добавляют Сох] 
1 каплю 15%-ной хлороводородной кислоты и 1 каплю 2,5%-ного водного раствора ти- КИ 
оцианата кобальта (П). При наличии метаквалона или фенциклидина возникает голубое спе 
окрашивание. Сходный результат получается и в присутствии кокаина. ЩИТ 

( 

4.7. Метадон име 
реак 

1. Наличие этого наркотического вещества может быть выявлено добавлением к пробе Зиеу 


исследуемого материала 2 капель концентрированной азотной кислоты и 10 капель 


концентрированной серной кислоты. При наличии метадона возникает оранжевая м. 
окраска, постепенно переходящая в красную. Этот тест несколько более специфичен, ав 
однако так же, как и предыдущий, требует обязательного подтверждения более спе- й 
цифичными аналитическими методами. ча 
кото 
4.8. Производные 1,4-бензодиазепина тб 
Наличие производных 1,4-бензодиазепина в исследуемом материале может быть ру 
выявлено с помощью следующих простых тестовых реакций. а 
1. Реактив Витали-Моррена: к небольшой пробе испытуемого материала в пробир- А 
ке добавляют 0,5 мл концентрированной азотной кислоты и смесь упаривают до- Чо 
суха на водяной бане (в вытяжном шкафу). Затем добавляют 5 мл ацетона и 1 мл м 
0,1 М раствора гидроксида калия в этаноле. Появление желтой окраски указывает и р 


- на возможное присутствие производных 1,4-бензодиазепина. При выполнении этой 
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реакции следует иметь в виду, что желтое окрашивание с концентрированной азот- 


НОЙ о могут давать также и многие амины, пептиды и вещества белкового 
характера (ксантопротеиновая реакция). 


твии производных 1,4-бензодиазепина появляется красновато-пурпурная или темно- 
фиолетовая окраска. 


Этот тест также не слишком специфичен, т.к. сходные результаты дают и многие 
другие азотсодержащие соединения. 

При проведении мероприятий по обнаружению и изъятию наркотических средств из 
незаконного оборота важную роль играет их быстрое выявление в исследуемой выборке 
объектов. В силу специфических особенностей наркотиков для решения поставленной 
задачи необходимо привлечение специальных технических средств. Наиболее просты- 
ми из них являются наборы химических реактивов, общепринятыми требованиями 
для которых являются отсутствие операций, требующих специальной лабораторной 
техники: нагревания, фильтрования, экстракции с точным разделением слоев жидкости, 
центрифугирования и др. Обычно тесты состоят из заранее приготовленных реагентов, 
сохраняющих свои свойства в течение длительного времени и в широком диапазоне 
климатических условий. Указанными тестами могут проводить исследования лица без 
специальной химической подготовки и специальных защитных приспособлений (за- 
щитная одежда, очки, перчатки и др.). 

Однако следует иметь в виду, что результаты, полученные рассматриваемым методом, 
имеют предварительное значение, учитывая недостаточную избирательность цветных 
реакций. Это объясняется огромным числом существующих соединений и разнообра- 
зием их строения, причем большинство органических соединений имеет ряд аналогов 
и гомологов, и когда какая-либо группа может быть идентифицирована соответствую- 
щей реакцией, то такую же реакцию могут давать ее аналоги и гомологи, образующие 
аналогичные продукты реакции. 

Наборы капельного типа предназначены для проведения анализа на фарфоровых и 
стеклянных пластинках с углублениями (плашках), куда помещают образцы объектов, 
которые затем обрабатываются реагентами с помощью пипеток или капельниц. На- 
иболее известным комплектом реагентов капельного типа является набор, описанный 
в руководстве для национальных О разработанном по программе борьбы с 

наркотиков . ы 
и: а ит для проведения анализа на фе или 
ы омещаются испытуемые объекты с последу- 
хроматографической бумаге, на которую п ных баллончиков. Наиболее 
ющим опрыскиванием цветными реагентами из аэрозоль ааа Е 

ь ь 

известными тестами аэрозольного типа являются тесты на гер Ур 
р р № предназначены для проведения анализа мре- В 
давливания стеклянных ампул с реагентами в прозрачных реакци а 
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полимерных пакетах или трубках. Это наиболее распространенный на практике ип 
наборов. 

В качестве скринингового (предварительного) исследования наркотических средств 
в биосредах применяются также различные методы иммуноанализа, такие как ИФА, 
РИА, ПФИА, основанные на принципе конкуренции между определяемым веществом 
в образце (моча, кровь) и меченым веществом за ограниченное число мест связывания 
антител, специфичных к данному веществу. 

Флуоресцентно-поляризационный анализ измеряет комплекс метка-антитело пря- 
мо в растворе, используя особые свойства красителя-флуоресцеина. Вещество, которое 
надо определить метится флуоресцеином. Метка, когда возбуждается линейно-поляри- 
зованным светом, флуоресцирует со степенью поляризации обратно пропорциональ- 
ной скорости вращения. Скорость вращения свободной метки за время поглощения и 
излучения велика, следовательно значение поляризации будет стремиться к нулю, а при } 
связывании с антителами поляризация возрастает вследствие замедления вращения. 


Немеченое вещество, присутствующее в образце пациента, конкурирует с меткой при , 
связывании антител. Если образец содержит вещество в высокой концентрации, то на- Ч 
блюдаемое значение поляризации близко к тому, которое имеет свободная метка. о 
В иммуноферментных методах в качестве метки используются ферменты, которые ее 
окисляют специальное химическое вещество — хромогенный субстрат, образуя окрашен- ль 
ные растворы. В качестве таких ферментов применяются главным образом различные к 
оксидазы. В результате реакции сантителами происходит образование окрашенных про- ОК 
дуктов. Наличие или отсутствие вещества оценивается по интенсивности окраски. ы.. 
Данные, полученные в результате скринингового исследования, как уже говорилось иСсл 
выше, обязательно следует подтверждать более чувствительными и специфичными ‘ел 
методами анализа. Чери 
В 
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ГЛАВА 5 
СПЕКТРАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ НАРКОТИЧЕСКИХ, 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ И ДОПИНГОВЫХ ВЕЩЕСТВ 


5.1. Введение 


Большинство наркотических, лекарственных и допинговых веществ содержит в со- 
ставе своих молекул циклические ароматические системы и функциональные группы, 
способные к поглощению лучистой энергии в УФ-и ИК-диапазонах. Это отражается в 
их спектрах в форме характерных для тех или иных веществ максимумов поглощения. 
Во многих случаях установить молекулярную структуру и доказать тождество более или 
менее чистых препаратов помогают методы протонного магнитного резонанса и ядер- 
ного магнитного резонанса на ядрах °С. Однако вследствие дороговизны и относитель- 
но малой доступности аппаратуры для этих достаточно сложных физических методов 
исследования их довольно редко применяют для анализа наркотических и допинговых 
средств. Тем не менее ряд сведений об этих мощных аналитических методах можно по- 
черпнуть в монографиях [1,2]. 

Более доступными для большинства контрольно-аналитических лабораторий оказы- 
ваются методы УФ- и ИК-спектроскопии. Первый из этих методов получил в последние 
десятилетия весьма широкое распространение благодаря внедрению в аналитическую 
практику совершенных приборов для высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с УФ-детектированием определяемых компонентов (см. ниже, гл.6 и 7).Эти при- 
боры в своем большинстве позволяют не только зарегистрировать факт присутствия тех 
или иных подлежащих контролю веществ ванализируемой пробе, но также дают возмож- 
ность получить их УФ-спектры, обычно в спектральном диапазоне от 190 до 360 нм. Ме- 
тод УФ-спектроскопии обеспечивает достаточно высокую чувствительность определения 
(менее 100 мкг/мл) и позволяет с достаточной определенностью идентифицировать весьма 
значительное число наркотических, лекарственных и допинговых веществ. 

Методике и технике обсуждаемых спектральных методов посвящен ряд вм де- 
тальных монографий и пособий, например [3-6]. Спектральные зирактериотикя многих 
подлежащих химико-аналитическому контролю веществ приведены в книгах, специаль- 
но посвященных методам их определения [7-9]. Кроме того, в литературе имеется ряд 
обзоров и сводок экспериментальных данных по этим видам а те 
[10-12]. В последней из этих сводок приведены данные об УФ-спектрах более 260 фи- 
зиологически активных веществ, в том числе наркотиков и лекарственных препаратов. 
Метод ИК-спектроскопии чаще всего применяется в практике химико-аналитического 

я установления молекулярного стро- 
контроля наркотических и допинговых средств для у. м 

таточно чистом виде. Модификации 
ения исследуемых соединений, выделенных в дос 
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ИК-спектроскопического метода, позволяющие выполнять ны регистрацию спек. 
тров (за 1-2 с), используются в сочетании с хроматографическими методами анализа 
(см. ниже, гл. 6-9). В этих модификациях используется математическая операция, на. 
зываемая Фурье-преобразованием, что и определило наименование данного метода как 
ИК-Фурье-спектроскопия [13-14]. К сожалению, обычные варианты ИК-спектроско- 
пии не обеспечивают достаточно ВЫСОКОЙ чувствительности анализа. Поэтому ИХ роль 
в выявлении наличия наркотических и допинговых средств в сложных биологических 
матрицах достаточно ограничена. 


5.2. Спектроскопическое определение барбитуратов 


УФ-спектры большого числа производных барбитуровой кислоты сходны между 
собой вследствие наличия в их молекулах аналогичного шестичленного цикла, спо- 
собного взаимодействовать с УФ-излучением. Характер УФ-спектров этих соединений 
зависит от рН среды и сильно различается при значениях РН<7 и прирН = 8-13. При 
РН < 7 неионизированные формы барбитуратов не имеют выраженных максимумов 
поглощения в диапазоне длин волн 200-330 нм. При РН 8-9 в УФ-спектрах барбиту- 
ратов появляется максимум поглощения при 238-240 нм, 
нениям, образующимся в результате первой стадии иониз 


высоких значениях рН > (10-11) происходит вторая стадия ионизации, и в спектрах 
дважды ионизированных форм ба 


рбитуратов появляются максимумы поглощения 
при 254-260 нм. Процессы ионизац; 


ии барбитуратов представлены на схеме 5.1, а типич- 
ные УФ-спектры этих соединений представлены на рис. 5.1 [7]. 


который отвечает соеди- 
ации. Наконец, при более 
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Глава 5. Спект 





а) й я ое к 
льный анализ наркотических, лекарственных и допинговых веществ 





Рис. 5.1. УФ-спектры барбитуратов 
при разных значениях рН: 1 -рН=7; 
200 220 240 260 280 300 нм 2-рНн=9.2;3-рН= 13 








Для некоторых наиболее часто встречающихся представителей группы барбитура- 
тов в табл. 5.1 приведены характерные длины волн максимумов поглощения при двух 
значениях рН, соответствующих первой и второй ступеням ионизации, а типичные 
УФ-спектры фенобарбитала и этаминала натрия в диапазоне длин волн 200-360 нм 
приведены на рис 5.2 и 5.3. 


240 
242 


320 











190 360 нм 190 360 нм 
. 5.3. УФ-спектр этаминала натрия в 
Рис. 5.2. Уф-спектр фенобарбитала в диапазоне Рис. 5.3 
длин волн 6, 960 ыы, Время регистрации 1 с. диапазоне длин волн 200-360 нм. Время 


регистрации 1 с. 


^ нм) в УФ-спектрах 
.1. Характерные максимумы поглощения (^,„, 
бане: быте часто встречающихся барбитуратов 











| Наименование рн =9,2 УЕ 
Барбитал = ря 
Фенобарбитал = = 
Циклобарбитал а ры 
Барбамил Е 588 
Этаминал натрия 
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Характеристические частоты максимумов поглощения барбитуратов В ИК-спек. 
трах различаются между собой несколько больше. Эти данные с указанием обусло. 
ливающих их типов колебаний и соответствующих химических связей Представлены 


в табл. 5.2. 3 
Таблица 5.2. Характеристические частоты (см`!) 
в ИК-спектрах производных барбитуровой кислоты 











Типы колебаний и связи 


Наименование | Деформ., | Валентн., | Валентн., | Валентн., 
соединения -МН- С=0 -СОМН- >С-М№ 


Барбитал 1680 1720 1767 1320 
Фенобарбитал 1684 НК 1770 1310 
Циклобарбитал 1693 1725 1745 1300 
Барбамил 1685 1719 1744 1315 








Деформ., С=О | Деформ., >С-Н 














Сходный ИК-спектр имеет и этаминал натрия. 


5.3. Спектральные характеристики 1,4-бензодиазепинов 
и продуктов их разложения — замещенных бензофенонов 


Обширная группа биологически активных бензодиазепинов включает в настоящее 
время более 2100 соединений. Более 100 различных соединений бензодиазепиновой 
структуры входят в состав разнообразных импо 
средств. Химические структуры наиболее 
дены на схеме 5.2. 


ртных и отечественных лекарственных 
распространенных бензодиазепинов приве- 














Схема 5.2 
Наименование В1 

Гидазепам -СН2-С(=0)-МН-МН2 
Диазепам (сибазон) СНЗ 
Нитразепам Н 

Оксазепам Н 
Феназепам Н 
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Несколько отличаются химические структуры ряда распространенных антидепрес- 
сантов ряда 1,4-бензодиазепинов, например, медазепама (схема 5.3). 


сн, 
М СН, 
с рее 
Схема 5.3 


или хлордиазепоксида (хлозепида) схема 5.4. 


МН(СН.) 
—_ 
{@] рая \ 
СН: о 
Схема 5.4 


Распространяющиеся по всему миру факты злоупотребления бензодиазепинами 
послужили основанием для Комиссии ООН по наркотикам отнести в 1984 г.эту группу 
химических соединений к веществам, находящимся под международным контролем. 

В УФ-спектрах производных 1,4-бензодиазепина наблюдаются три максимума погло- 
щения при 200-215, 220-240 и 290-330 нм. Две первые полосы отвечают возбуждению 
ароматических хромофоров, а третью полосу связывают с колебательным возбуждением 
азометиновой группы. Характер спектров бензодиазепинов изменяется в зависимости от 
РН раствора, в котором снимают спектр. Так, при РН=1 отмечается батохромный сдвиг 
длинноволновой полосы ряда бензодиазепинов, а при рН=8 наблюдается гипсохром- 
ный сдвиг некоторых полос в спектрах 1,4-бензодиазепинов. В кислой среде изменения 
в УФ-спектрах связывают с протонированием атомов азота диазепинового цикла, а в 
щелочной среде — с лактим-лактамной таутомерией азометиновой структуры и связан- 
ным с ней увеличением цепи сопряжения хромофоров. 


67 





Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых средств 





Длины волн максимумов поглощения некоторых бензодиазепинов в этаноле и 


230 
200 
238 
212 
314 
= 


—ч 


190 360 Анм 190 360 нм 
Рис. 5.4. Уф-спектр нитразепама Рис. 5.5. УФ-спектр хлордиазепоксида 
в диапазоне длин волн 180-360 нм. в диапазоне длин волн 190-360 нм. 
Время регистрации 1.2 с. Время регистрации 1.2 с. 


Таблица 5.3. Максимумы поглощения в УФ-спектрах 
некоторых бензодиазепинов (Лтах, нм) в различных растворителях 



































Наименование соединения Этанол рН=8 (0,1 нМаон) 
2-Аминонитразепам 242, 350 232, 282, 350 238, 350 
2-Ацетамидонитразепам 242, 330 257 237 
Демоксепан 235, 312 235 243, 257 
1,1’-Диметилхлозепид 242, 363 246, 310 258 
Лоразепам 229. 322 230 234, 349 
Мезапам 231, 252, 360 254 Е 
Нозепам 229, 324 234, 281 234, 340 
Нитразепам 220, 258, 312 280 226, 258, 357 
Нордиазепам 228, 325 232, 282, 370 340 
3-Оксисибазон 231, 255, 315 235, 283, 355 в 
Сибазон 230, 255 241, 285, 360 229 
Феназепам 230 241 - 

Хлозепид 245, 267 245, 310 261 















Преобладающими процессами биотрансформации 1,4-бенз 
ющими с разными скоростями как в живом организме, 


одиазепинов, протека- 


так и в трупном материале, 
является гидролиз с образованием соответствующих замещенных бензофенонов. Эти 


соединения могут быть обнаружены разнообразными методами, 
ральными, в самых разнообразных материалах (моча, сыворотка крови, 
риалы, ткани и органы). Эти вещества имеют весьма характерные ма: 
щения в УФ-спектрах, что позволяет надежно идентифицировать факты употребления 


в том числе и спект- 
трупные мате- 
ксимумы погло- 


бензодиазепинов. 


68 


ВКИС- 
лых и щелочных растворах приведены в табл. 5.3, а УФ-спектры нитразепама и хлорди. 


азепоксида (хлозепина) в диапазоне длин волн 180-360 нм приведены на Рис. 5.4 и55. 





1 
| 
р 
1 





За № 














рах некоторых из таких замещенных бензофеноно 
средах. Примеры соответств 
ных из книги [7]. 


в в нейтральной, кислой и щелочной 
ующих спектров приведены на рис. 5.6 и 5.7, заимствован- 





238 
360 
238 212 
314 
210 


рт] 
| 190 360 нм 
190 360 Анм 


Рис. 5.6. УФ-спектр 2-амино-5- Рис. 5.7. УФ-спектр 2-амино-5- 
нитробензофенона в диапазоне длин волн хлорбензофенона в диапазоне длин волн 
190-360 нм. Время регистрации 1.2 с. 190-360 нм. Время регистрации 1.2 с. 


Таблица 5.4. Максимумы поглощения (^„„»› нм) в УФ-спектрах 
бензофенонов - продуктов гидролиза бензодиазепинов 


Н=8 


2-Амино-5-бром-2’-хлорбензофенон 232, 392 - - 
2-Амино-5,2’-дихлорбензофенон 233, 266, 330, 394 | 232, 394 394 
2-Амино-5-нитробензофенон 230, 350 355 355 
2-Амино-5-хлорбензофенон 232, 392 260 
2,5-Диаминобензофенон 232, 363 232, 357 
2-Метиламино-5-хлорбензофенон 236, 410 270 

































243, 400 









ИК-спектры бензодиазепинов, допускающие уверенную интерпретацию, могут быть 
получены при использовании неполярных растворителей типа четыреххлористого угле- 
рода. К сожалению, многие соединения этой группы в неполярных растворителях рас- 
творяются плохо. Тем не менее ИК-спектры бензодиазепинов в ряде случаев позволяют 
уверенно идентифицировать эти соединения, особенно в более или менее чистых пре- 
паратах и в фармацевтических композициях. Характеристические частоты ИК-спектров 


некоторых бензодиазепинов приведены в табл. 5.5. 
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Таблица 5.5. Характеристические частоты (см!) 
в ИК-спектрах некоторых 1,4-бензодиазепинов 








Типы колебаний и связи 











Наименование | Валентн. Деформ. | Деформ. 








соединений М-Н Сар-Н Сар-С! Сар-Н 
Диазепам - = 840 
Нитразепам 1710 1255 = 
Оксазепам 1706 - 830 
Хлозепид 1700 1260 850 





5.4. Спектральные характеристики каннабиноидов 


Данная группа наркотических веществ охватывает более 30 различных соединений, 
содержащихся в разных частях растений конопли и в наркотических продуктах, приго- 
товляемых из этого растения (гашиш, гашишное масло, смолка и др.). Вследствие этого 
объектом химико-аналитического исследования редко бывают сколько-нибудь чистые 
индивидуальные химические соединения этой группы (см. выше, гл.2). Чаще всего воз- 
никает необходимость проводить анализы материалов, включающих многокомпонен- 
тные смеси соединений, различающихся по наличию в их структуре различных функ- 
циональных групп. В этой ситуации спектральные исследования имеют подчиненное 
значение. Тем не менее следует отметить, что почти все представители группы каннаби- 
ноидов имеют в составе молекул ароматические кольца, обычно с гидроксильным за- 

местителем, что определяет наличие четких максимумов поглощения в их УФ-спектрах. 
Так, например, спектр спиртового раствора Л?-тетрагидроканнабинола имеет максимум 


поглощения при 283 нм, а спектр спиртового раствора Д?-тетрагидроканнабинновой 
кислоты имеет максимумы поглощения при 276 и 278 нм. 


5.5. Спектральные характеристики кокаина 
и сопутствующих соединений 


Характерные УФ-спектры свыраженными максимумами поглощения имеют кокаин и 
те его производные, в которых сохраняется бензильная группа ( норкокаин, 
нин, оксикокаин и др.). В кислой среде в спектре кокаина наблюдаются д 
поглощения при 233 и 275 нм. В ИК-спектрах имеются основ 
при 1710, 1275, 1110 и 1037 см". 


бензоилэкго- 
ва максимума 
ные полосы поглощения 


5.6. Спектральный анализ опиатов 


Как уже указано в предыдущих разделах этой книги, опиаты - 
большой группы природных и синтетических веществ, 
ными анальгезирующими свойствами и оказывающих определенное влияние 
ральную нервную систему и гладкую мускулатуру. Физиологическая о иг 
тов оценивается по отношению к морфину, принимаемому за стан Я т 
Действие опиатов на центральную нервную систему заключается в том, динение. 


это общее название 
обладающих морфиноподоб- 


чт ь 
еме внутрь или при внутривенном введении эти препараты вызывают э о при при 
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состояние и чувство облегчения, ощущение решения всех проблем данного субъекта. 


Однако систематическое применение опиатов ведет к увеличению толерантности, т. е. 
к ослаблению их действия. Это приводит к необходимости увеличения доз наркотиков, 
необходимых для достижения желаемого эффекта. В результате у потребителей опиа- 
тов возникает физическая и психическая зависимость от этих наркотиков, что харак- 
теризуется как наркомания. Среди природных опиатов наибольшее значение имеют 
морфин, кодеин, тебаин и псевдоморфин. Более сильное физиологическое воздействие 
проявляют синтетические опиаты - героин (диацетилморфин), дионин (этилморфин), 
ацетилкодеин. 

В составе молекул всех опиатов имеются ароматические циклы, пиридиновые и пи- 
перидиновые структуры, которые обусловливают появление хорошо выраженных полос 
поглощения вих УФ-спектрах. Некоторые из этих максимумов, характерных для наибо- 
лее важных опиатов, приведены в табл. 5.6. В качестве примера на рис. 5.8 приведен УФ- 
спектр кодеина в диапазоне 190-360 нм, зарегистрированный с помощью хроматографа 
«Милихром» (рис. 5.8, стр. 72). 

Изложенные факты позволяют заключить, что УФ-спектры опиатов дают возмож- 
ность сделать заключения о присутствии в исследуемой пробе одного или нескольких 
представителей этой группы веществ, хотя в то же время не всегда позволяют устано- 
вить природу конкретных соединений. 


Таблица 5.6. Максимумы поглощения в УФ-спектрах опиатов, 
наиболее часто встречающихся в практике контроля наркотических средств 























Условия регистрации спектров 
Наименование соединения (растворитель, рН среды) Х,=ю НМ 
0,1 ннНа,рНн=1 285 
0,1 нМаОН, рн = 13 205 
Морфин 298 
Этанол 286 
0,1нН@,рН=1 211 
Кодеин 285 
0,1 н МаОН, рН = 13 284 
Вода, рН =7 284 
0,1 нННС, рН =1 284 
Кодеина фосфат 0,1 нМаОН, рН = 13 284 
Тебаин Этанол 281 
0,1 нНС, рН =1 278 
ерои 0,1нН2$04, рН= 1 279 
0,1 нМаОН, РН = 13 278 





тивны ИК-спектры опиатов, обычно снимаемые в твердом 
в форме таблеток с КВ! (1 мг исследуемого вещества на 
250 мг бромида калия). В табл. 5.7 представлены частоты основных полос поглощения 
в спектрах наиболее важных представителей этой труппы веществ. Легко видеть, что 
эти частоты существенно различаются между собой и потому позволяют определить 
наличие в исследуемой пробе по крайней мере двух-трех Низ: и 

Довольно информативными оказываются и масс-спектры опиатов. При ии 
электронным ударом с энергией электронов 70 эВ в их масс-спектрах наблюдаются 
достаточно интенсивные сигналы молекулярных ионов с величиной 11/2 (отношение 
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массы иона к его заряду) 285 для морфина, 299 для кодеина, 341 для героина и 311 для 
тебаина. Подробнее вопросо применении метода масс-спектрометрии для определения 
опиатов рассмотрен в гл. 9, где описано совместное применение масс-спектрометрии и 
хроматографических методов, что даёт начало новому методу хромато-масс-спектро- 
метрии, который в настоящее время является самым мощным инструментом химико- 
аналитического исследования органических веществ. 


Таблица 5.7. Характеристические частоты наиболее интенсивных полос 
поглощения в ИК-спектрах наиболее важных представителей группы опиатов 














Наименование соединений Частоты полос поглощения, см"! 
Морфин 1243, 1118, 1086, 945, 833, 805 
Кодеин 1500, 1268, 1111, 1052, 934, 793 
Тебаин 1605, 1270, 1234, 1144, 1030, 910 
Героин 1764, 1736, 1245, 1215, 1178, 911 








5.7. Спектральные характеристики фенилалкиламинов 


Группа фенилалкиламинов включает большое число соединений, обладающих до- 


статочно разнообразной биологической активностью. Многие вещества этой группы ые 
являются стимуляторами центральной нервной системы и проявляют симпатомиме- ортофос 
тическую активность, Так, например, эфедрин, алкалоид природного происхождения, мно 
является аи В-адреностимулятором, вызывает сужение кровеносных сосудов и повы- Звияр 


шает артериальное давление. Другие фенилалкиламины применяются в медицине в 


качестве лекарственных средств. фетами 
Продукт химической трансформации эфедрина, кетон эфедрон, нелегально приме- ФФедств 
няется в качестве наркотика, а синтетические фенилалкиламины (амфетамин, метам- Вм 
190 Ре 
оон 
46,5 
А дб №. 
Рома 
И 
ее 
288 ® - 
ту 
210 о 
м 
а 
и 
238 и 
м 
190 360 нм 
Е Рис. 5.9. УФ-спектр но р 
нь УФ-спектр кодеина в диапазоне ДЛИН ВОЛН 190-360 ны 'рэфедрина в диапазоне 
длин волн 190-360 нм в растворе кислоты (0.2 М) с доб растворе ортофосфорной 
ацетонитрила. Время регистрации 0.8 с. : добавкой метан 


(75:20:1). Время 
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192 
208 
290 
и 
Ч А нм 
А нм 
Рис. 5.10. УФ-спектр эфедрина в диапазоне Рис. 5.11. УФ-спектр эфедрона в диапазоне длин 
длин волн 190-360 нм в растворе волн 190-360 нм в растворе ортофосфорной 
ортофосфорной кислоты (0.2 М) с добавкой кислоты с добавкой метанола и диэтиламина 
метанола и диэтиламина (75:20:1). (75:20:1). Время регистрации 1 с. 


Время регистрации 1 с. 


фетамин и др.) являются запрещенными для использования в спорте допинговыми 
средствами и психомоторными стимуляторами. 

В молекулах всех этих соединений имеется ароматическая фенильная группа и 
аминный атом азота, что определяет значительную схожесть их УФ-и ИК-спектров. 
Основные спектральные характеристики важнейших фенилалкиламинов приведены в 
табл. 5.8, а на рис.5.9-5.11 представлены примеры УФ-спектров некоторых представите- 
лей этой группы веществ, зарегистрированные с помощью УФ-детектора жидкостного 
хроматографа «Милихром». Значительные различия в коэффициентах мольного пог- 
лощения эфедрона и других соединений этой группы при 250 нм позволяют провести 
селективное определение эфедрона в присутствии других родственных компонентов 
(норэфедрина, эфедрина, амфетамина, метамфетамина и др.). При этом определение 
проводится путем регистрации при двух длинах волн: 210 нм для всех определяемых 
фенилалкиламинов и 250 нм для селективно определяемого эфедрона с последующим 
сопоставлением полученных спектров для количественного определения эфедрона в 


биопробах. 
Наиболее интенсивен в УФ 
Х^ =257 нм (табл. 5.8). 


пах 


- спектрах фенилалкиламинов максимум поглощения при 


п) 





сое = 
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Таблица 5.8. Характерные максимумы в УФ-спектрах поглощения 
некоторых фенилалкиламинов 








Наименование соединения Л, , 


251, 257, 263 











нм в водном растворе с рн = 1 








Амфетамин 






Метамфетамин 251, 257, 263 
Эфедрин 251, 257, 263 
Норэфедрин 251, 257, 262 
Эфедрон 251-- 








Характеристические частоты в ИК-спектрах некоторых фенилалкиламинов с указа- 
нием соответствующих типов колебаний приведены в табл 5.9. 


Таблица 5.9. Характеристические частоты ИК-спектров 
некоторых фенилалкиламинов 













































Характеристические частоты, см`', и тип колебаний 
Наименование | “СН ни Монозая с-о И СО (валентн.) 
соединения С-Налкильн. радикала) (валентн.) цикла) а 
Амфетамин 700, 740, 825, 1090 - 1495 - 1605- 
Метамфетамин | 698, 747, 1060,1085 - 1491 - 1590 - 
Эфедрин 699, 754, 760, 994 1049, 1242 | 1400, 1480 1605- 
Норэфедрин 700, 746, 1030, 1055 -1201 1500 - 1590- 
Эфедрон 702, 757 - - - 1510 - 1590, 1695 








5.8. Спектральные характеристики 
производных фенотиазина 


Наиболее часто в химико-аналитической практике приходится встречаться с необхо- 
димостью определения аминазина, дипразина, левомепромазина и тиоридазина. Благо- 
даря наличию в молекулах этих веществ сопряженной трициклической ароматической 
системы растворы этих соединений интенсивно поглощают УФ-излучение при 250-255 
и 320 нм. Изменение характера заместителей и их положения приводит к сдвигу соот- 
ветствующих максимумов в пределах 3-5 нм. 

Наиболее важные метаболиты производных фенотиазина, 
ющиеся продукты окисления по атому серы - сульфоксиды и 
сложные и более индивидуальные УФ-спектры. Так, в спект 
зина наблюдаются 4 максимума при 239, 274, 300 и 341 нм. 

Довольно характеристичны ИК-спектры производных 
торых приведены в табл. 5.10. 


например, легко образу- 
сульфоны - имеют более 
Ре сульфоксида хлорпрома- 


Фенотиазина, данные о ко- 
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Таблица 5.10. Характеристические частоты (см!) 
ИК-спектров некоторых фенотиазинов 





Типы колебаний и связи 











Наименование Деформ. Валентн. Валентн. | Деформ. Деформ. 
соединения М-Н С-М С-5 С-5 С-Н 
Аминазин 1561 1240 1220 1095 747 
Дипразин —. 1259, 1287 1229 - 758 
Левомепромазин 1580 1270 1205 1030 752 
Тиоридазин - 1248, 1281 1234 - 754 








В заключение этой главы следует указать, что в настоящее время опубликованы мно- 
гочисленные сводки данных об УФ- и ИК-спектрах большого числа лекарственных, 
наркотических и допинговых веществ. Кроме уже указанной выше статьи Богуша и со- 
тр. [12], можно указать работы [15-21], в которых заинтересованный читатель найдет 
обширные сводки данных по УФ- и ИК-спектроскопии широкого круга таких веществ. 
В табл. 5. 11 приведена небольшая часть данных о длинах волн максимумов в УФ-спект- 
рах поглощения, взятая из работы [12], где охарактеризованы более 380 лекарственных, 
токсических и наркотических веществ. УФ-спектры некоторых их них приведены на 
рис. 5.12, в котором отражена малая часть спектров из их обширной сводки, приведен- 
ной в работе [12] (более 175 соединений). Все эти данные показывают широкие возмож- 
ности УФ-и ИК-спектроскопии в выявлении наличия наркотических веществ в самых 
разнообразных объектах. 


Таблица 5.11. Длины волн максимумов в УФ-спектрах поглощения некоторых 
лекарственных и наркотических веществ и продуктов их деградации [12] 

































































Наименование веществ Ааю НМ 
Аллобарбитал 251 
амфетамин 257 
Атенолол РТ 
2-Амино-5-хлорбензофенон(продукт гидролиза хлордиазепоксида, хлоразепама, 236 
| демоксипана, нордиазепама, оксазепама и оксазолама) 
2-Амино-2*',5- дихлорбензофенон (продукт гидролиза лоразепама) 233 
2-Амино-5-нитробензофенон (продукт гидролиза нитразепама) 356 
2-Амино-2’-хлор-5-нитробензофенон (продукт гидролиза клоназепама) 356 Я 
2-Амино-2’-фтор-5-нитробензофенон (продукт гидролиза норфлунитразепама) | 357 
7-Аминофлунитразепам 236 — 
Варфарин 273 
Галоперидол 245 гы 
Гидрокодон 282 
2',5-Дихлор-2-(метиламино)-бензофенон (продукт гидролиза лорметазепама) 265 
[[Двмбжььван 308 = 
| Диаморфин не 276 
Диазепам 229 
Дигидрокодеин 281 
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2-[2-(Диэтиламино)-этиламино]-5-хлоро-2’-фторобензофенон — 





(продукт гидролиза флуразепама) 


Дроперидол 278 
Иохимбин ый || 


















































| Кетамин 270 
Клоназепам 309 
Клотиазепам | 243 | 

| Кокаин 275 
Кодеин 284 

| Леворфанол и 281 
| Лоразепам 230 
$0 (диэтиламид лизергиновой кислоты, ЛСД) ие 315 
3,4-Метилендиоксиамфетамин 285 
ее |вЕ 
3,4-Метилендиоксиэтиламфетамин 285 
3,4-Метилендиоксиметиламфетамин 275 
розаилавеа | 
Е 254 
Мескалин 269 





Метаквалон 





6-Моноацетилморфин 








Никотинамид 261 
Никотин 260 
Нитразепам 311 
Носкапин 





Норфлунитразепам 

















Оксазепам о 
[ам | 
Папаверин РУ 
в 
А3-Тетрагидроканнабинол та 
Тебаин В 





Теобромин 










Теофиллин 









Тиопентал 
Трамадол 
Флунитразепам 

















Флуфеназин 
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Фуросемид 
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Рис. 5.12. УФ- спектры некоторых лекарственных и на! 
2- аскорбиновая кислота; 3 — атенол 


7- диазепам; 8 —- дроперидол; 9 — морфин; 10 


13 - кетотифен; 14 - клобазам; 15 — кокаин; 16 — : 
ван потерь ; 16 - клоназепам; 17 — колхицин; 18 — кофеин; 


36 — хлорпромазин. ; фуросемид ; 35 - хлордиазепоксид; 
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Рис. 5.12. Продолжение х 
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ГЛАВА 6 


ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НАРКОТИЧЕСКИХ И ДОПИНГОВЫХ ВЕЩЕСТВ. 
ВЫСОКОЭФФЕКТИВНАЯ ЖИДКОСТНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 


6.1. Введение 


В настоящее время хроматографические методы занимают доминирующее положе- 
ние в анализе сложных многокомпонентных смесей органических соединений. 

Достоинство этих методов представляет тот факт, что все они используют процесс 
хроматографии, позволяющий разделить смесь веществ на составляющие ее компонен- 
ты и затем определить количество, а часто и химическую природу каждого из них [1,2]. 

Хроматография - это процесс разделения веществ при сорбционном распределении 
их в системе двух фаз, одна из которых движется относительно другой. 

Обычно этот процесс осуществляется так, что одна из этих фаз является неподвиж- 
ной, а вторая движется относительно нее. Эта фаза, естественно, называется подвиж- 
ной. 

Неподвижной фазой может быть твердое тело, способное к адсорбции разделяемых 
веществ, то есть их связывания на своей поверхности, или жидкость, которая может 
поглощать эти вещества путем растворения. Этот процесс называют абсорбцией. 

Подвижной фазой могут также служить жидкости, газы и вещества в особом состо- 
янии, находящиеся при давлении и температуре, немного превышающими их крити- 
ческие параметры - сверхкритические флюиды [3-6]. Соответственно, различают жид- 
костную, газовую и сверхкритическую флюидную хроматографию. Обычно процесс 
хроматографии осуществляют в колонке - трубке, заполненной подходящим сорбен- 
том, через которую протекает подвижная фаза. В качестве сорбента может выступать 
жидкость, полимерное вещество или тонкий слой адсорбента, покрывающий изнутри 
стенки тонкой трубки - капилляра [7-9]. Ь 

Подлежащую разделению смесь веществ вводят в форме До ВоЕоВнНО бо- 
лее короткой зоны в начало колонки. Под действием потока ПОДВИЖНОЙ фазы каждый 
компонент смеси начинает продвигаться вдоль колонки с присущей ему скоростью, 
которая зависит от того, какая часть его общего колиЗестваБАХОДИТСязВ, ПОДВИЖНОЙ 
фазе. Соотношение концентраций компонента разделяемой смеси в неподвижной и 
в подвижной фазе принято называть коэффициентом распределения, Эта ВЕиНИ- 
на определяется свойствами этого компонента, а также свойствами неподвижной и 
подвижной фаз хроматографической системы, температурой колонки и давлением в 
ней. 

ты - в колонке компоненты поочередно достигают конца ка где ус- 
тановлено устройство, фиксирующее их появление в потоке подвижно фазы - детек- 
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тор. Время пребывания компонента разделяемой смеси в колонке называется времене 
удерживания. В некоторых вариантах хроматографии процесс ведут в течение време. 
ни, меньшего, чем время удерживания первого компонента смеси, продвигающегося м 
колонке с наибольшей скоростью. В этом случае полностью или частично Разделенные 
вещества остаются в колонке в форме более или менее резко отграниченных зон _ хро- 
матографических полос, форма и положение которых могут быть выявлены Различны- 
ми способами. 

Оба описанных случая относятся к так называемой элюентной хроматографии, 
имеющей наиболее важное значение для проблем определения контролируемых ве. 
ществ, рассматриваемых в этой книге. Кроме этого, существуют еще фронтальная 
хроматография, когда в колонку непрерывно подается подлежащая разделению смесь, 
и вытеснительная хроматография, в которой разделение веществ основано на том, 
что более энергично сорбирующийся компонент вытесняет менее энергично сорби- 
рующийся с поверхности применяемого адсорбента. Эти варианты хроматографии 
в данной книге рассматриваться не будут. Сведения об этих методах можно найти в 
монографиях [10,11]. 

В наиболее обычных вариантах элюентной хроматографии концентрация какого- 
либо конкретного компонента в подвижной фазе, покидающей колонку, вначале равна 
нулю. Когда зона этого компонента покидает колонку, его концентрация в подвижной 
фазе быстро возрастает, достигает максимума и потом вновь падает до нуля. Таким об- 
разом, детектор на выходе колонки регистрирует серию возрастающих и затем убываю- 


щих сигналов - хроматографических пиков, в совокупности составляющих дифферен- 
циальную хроматограмму (рис. 6.1). 














Рис. 6.1. Дифференциальная 
хроматограмма 





в 


Время, прошедшее с момента ввода пробы до выхода из колонки компонента, не сор- 
бирующегося неподвижной фазой, совпадает со временем, за которое колонку прохо- 
дит поток подвижной фазы. Это время часто называют «мертвым временем системы», 
Т.. Для всех прочих компонентов это время называют «полным временем удержива- 


ния» Т,. Разница этих двух величин называется «исправленным временем удержива- 
ния», Т', 


тет, (6.1) 
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Именно эта величина характеризует интенсивность сорбционного взаимодействия 
данного компонента с неподвижной фазой применяемой хроматографической систе- 
мы. Пики на хроматограмме могут быть отделены друг от друга полностью (как пики 
1-4 на рис. 6.1) или частично (как пики 4-5 там же). 

При постоянной скорости подвижной фазы ее объем, покидающий колонку от мо- 
мента ввода пробы до момента выхода из колонки максимума пика компонента й назы- 


вается «объемом удерживания»,У.. При данных условиях эксперимента эта величина не 
зависит от скорости подвижной фазы: 


У=-т, (6.2) 
где @ - объемная скорость подвижной фазы. 


6.2. Степень разделения пиков, коэффициент разделения, 
число теоретических тарелок 


В практике хроматографии нередки случаи, когда пики отдельных компонентов раз- 
деляются неполностью (рис. 6.26). В этом случае качество разделения можно охарак- 
теризовать отношением расстояния между максимумами пиков к их средней ширине, 
измеренной на уровне базовой (нулевой линии): 


в 2(Ув,- Ук, (6.3) 
5 аа, 
Это отношение называется степенью разделения = 
6 











У, \ У», | 


Рис. 6.2. К расчету степени разделения: а - параметры хроматограммы; 
б- неполностью разделенные пики 


Для анализа в большинстве случаев оказывается достаточной степень разделения, 
равная 0,5-0,7. Степень разделения, равная 1, соответствует полному разделению пиков. 
При дальнейшем увеличении В, между пиками появляется участок нулевой линии. Раз- 
деление веществ с препаративными целями требует более высокой я разделения. 
При прочих равных условиях степень разделения будет тем ий чем больше разли- 
Чие в параметрах удерживания компонентов. Отношение их объемов удерживания 





часто называют критерием разделения. 
* В отечественной литературе степень разделения критерием р. 
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= “2 при (У в У.) (64) 


К, 


называется коэффициентом разделения. 

Степень разделения связана, с одной стороны, с характером взаимодействия разде. 
ляемых веществ с неподвижной фазой, которая определяет величину объемов удержи. 
вания. С другой стороны, степень разделения зависит от качества применяемой колон- 


ки и может меняться в зависимости от конкретных условий эксперимента. чи 
Охарактеризовать независящие от качества колонки возможности разделения пары да 
веществ при данном сочетании неподвижной и подвижной фаз можно с ПОМОЩЬЮ Так де 


называемой степени внутреннего разделения, равной отношению разницы объемов 
удерживания двух веществ к их средней величине: р 


Уи лохУ 
Ви = Бы, у ^ (6.5) | 
`В 


Изформулы (6.5) видно, что В, изменяется от 0 до 2. Если разделить числитель и зна- 
менатель на Ув›то можно сучетом формулы (6.4) выразить К‚, через @: 


Ви =2-- (6.6) 


Полезным для практической оценки разделяющей способности той или иной хро- 
матографической колонки является предложенное Харрелом и Перри [27] эффектив- 
ное число пиков (ЭЧП), или число разделения, которое равно уменьшенной на еди- 
ницу степени разделения двух последовательных гомологов, для каждого из которых | й 
Ув>5Ув.. Таким образом, ЭЧИ = Е, - 1.Так как степень разделения, равная 1, соответс- | 
твует полному разделению двух пиков, ЭЧП показывает, сколько хроматографических 
пиков может уложиться между пиками двух последовательных гомологов. ЭЧП зави- 
сит, помимо качества колонки и условий опыта, от того какие именно гомологи и чле- 
ны какого гомологического ряда были использованы при ее определении. Поэтому эти 
гомологи должны быть специально указаны. ЭЧП связано с тью аботы 
колонки и со степенью внутреннего разделения двух последовательных аа На- 
ибольшие значения ЭЧП, полученные в газовой хроматографии при раб р. 
фективными капиллярными колонками, достигают 71. О 
В связи с тем, что хроматография является процессом разделения основанным на м 
различиях в скорости перехода отдельных компонентов через границу раздела ик. к 





ной и неподвижной фаз (т.е. актов сорбции и десорбции), разделяю Е 
колонки должна быть тем выше, чем больше таких элементарных р м ц 
дая молекула разделяемых веществ за время своего пребывания в колонке "По те и 
гии с процессом ректификации, где разделение компонентов достигается в вы 

многократных контактов парообразной и жидкой фаз на специальных апп лы у 
элементах, называемых «тарелками», число таких переходов считают мерой нь № 
ности колонки и называют его числом теоретических тарелок (ЧТТ). Длину колонки, К 


приходящуюся на одну теоретическую тарелку, называют высотой, эквивалентной 
оретической тарелке (ВЭТТ). Число теоретических тарелок, необходимое для ыЗ 
ния заданной степени разделения, определяется формулой: НЙ ) 
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+1 \? 4 \ 
т (в, ) ж 5 (6.7) 
я Е т 


В =В. "М /4 (6.8) 














откуда 


На основе этих уравнений была построена номограмма, позволяющая определить 
число теоретических тарелок колонки, необходимое для получения компонентов с за- 
данной степенью чистоты, если известны состав исходной смеси и коэффициент разде- 
ления компонентов © (рис. 6.3) [12]. 


число тарелок М 


Рис. 6.3. Диаграмма для определения 
степени чистоты фракций, разделенных 
с помощью хроматографии 





10" 10° 10° ч(А+А)2А, 


Внимательное рассмотрение рис. 6.3 показывает, что необходимое число теоретичес- 
ких тарелок резко возрастает с уменьшением ‹.. Так, если допустимое количество при- 
меси составляет 0,1%, то при а=1,5 потребуется 300 теоретических тарелок (т.т.), при 
9=1,25 потребуется уже 1200 т.т.,а при @=1,15 - около 5000 т.т.Так как в хроматографии 
в процессе разделения участвует в каждый момент времени только та часть колонки, на 
которой находится зона разделяемого вещества, иначе говоря, «только те теоретические 
тарелки, на которых в данный момент размещена хроматографическая зона», в общем, 
в хроматографии, для достижения заданной степени разделения требуется значитель- 
но большее (в 10-100 раз) число теоретических тарелок, чем при ректификации. Одна- 
ко требуемая эффективность колонок достигается в хроматографии значительно легче, 
чем в дистилляции и ректификации. 

Экспериментально эффективность хроматографической колонки определяют по 


формулам: Е Те 
п= 16(2 ) =5,6 в 


о 








(6.9) 
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где т, - время удерживания; а, - ширина пика на половине его высоты ( Входящие 
в формулу величины обычно измеряют в миллиметрах длины диаграммной бумаги, , 
которой зарегистрирована хроматограмма). 

Связь эффективности хроматографической колонки с основными параметрами про. 
цесса исследована в работе Ван-Деемтера, Цудервега и Клинкенберга [13], показавших, что 
высота, эквивалентная теоретической тарелке (ВЭТТ), сложным образом зависит как от 
особенностей применяемых подвижной и неподвижной фаз, так и от скорости подвиж. 
ной фазы. Основные положения этого рассмотрения изложены в следующем разделе. 


6.3. Зависимость эффективности разделения 
от параметров процесса хроматографии 


В процессе поступательного движения по хроматографической колонке компактная 
вначале зона вещества (в идеальном случае описываемая 5-функцией Дирака!) посте- 
пенно расширяется. Чем менее интенсивно происходит этот процесс расширения, тем 
выше эффективность хроматографического процесса. Мерой скорости такого процес- 
са расширения является высота, эквивалентная теоретической тарелке, Н. Эта величи- 
на определяется рядом частных процессов, влияние которых детально рассмотрено в 
работах [12-19]. 

Для хроматографических пиков, форма которых чаще всего близка к кривой Гаусса 
[19], соблюдается характерное для таких кривых соотношение: ширина пика у основа- 
ния а, то есть длина отрезка нулевой линии хроматограммы, отсекаемого касательны- 
ми к сторонам пика в точках перегиба, равна 490 , где в — стандартное отклонение для 
данного пика, численно равное его ширине на уровне 0,882 его полной высоты. Отсюда 


„= (#) (60) 


2 


н=г (9) (6.11) 


Если величины си У, выразить в единицах длины колонки, 
преобразуется к виду 





то уравнение (6.11) легко 


2 
О 


т (6.12) 
откуда ясно видно, что величина НЕЕ есть не что иное, 
кого пика, отнесенная к единице длины колонки. Как известно, при любо, С 
процессе результирующая дисперсия распределения аином 


является суммой 
вкл. = 
ных факторов, определяющих полную ширину получающегося р отдель 
справедливо и для хроматографической зоны, расширяющейся в ой ения. Это 
движения 


по колонке под воздействием нескольких различных факторов, действую 

симо друг от друга. Основными из этих факторов являются ео = 

подвижной фазы, движущейся через зернистый слой сорбента, продольная р я 
узия 


как дисперсия хроматографичес- 
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вещества в подвижной и неподвижной фазах от центра хроматографической поло- 
сы к зонам меньших концентраций вещества впереди и позади нее, сопротивление 
массопередаче как в подвижной, так и в неподвижной фазах. Последние два фактора, 
обусловливающие определенную неравновесность хроматографического процесса, ча- 
сто оказывают наибольшее влияние. 

Для жидкостной хроматографии существенна также неравновесность процесса вну- 
три застойных зон в частицах сорбента. Таким образом, можно записать 


н=УН,= НиНы,+Нр+Н,+Н „+Н, (6.13) 


Здесь Н,‚„, - вклад в ВЭТТ, обусловленный неоднородностью потока в пористом зер- 
нистом слое сорбента, равный 


Ни=2Аа, (6.14) 

тде 4, - диаметр частиц сорбента, а Л - коэффициент равномерности заполнения, 
близкий к единице для относительно крупнозернистого сорбента и быстро увеличива- 
ющийся при уменьшении размера частиц. В том случае, когда хроматографическая ко- 
лонка представляет собой однородный канал со стенками, покрытыми сорбирующим 
слоем, как в капиллярной хроматографии, величина Н, „ считается равной нулю, так как 
неоднородности потока, связанные с его возмущениями при течении через слой диск- 
ретных частиц, в этом случае отсутствуют [9, 16]. 

Напротив, в жидкостной хроматографии высокого разрешения выражение для Н, 
становится более сложным: 





1 р 
Ни = (бы + -- (6.15) 


Анализ этого выражения показывает, что при больших скоростях подвижной фа- 
зы и при больших диаметрах частиц сорбента 4, оно трансформируется в выражение 
(6.14). С другой стороны, при малых размерах частиц сорбента и малых скоростях под- 
вижной фазы вклад этого фактора увеличивается пропорционально скорости и второй 
степени размера частиц. 


Юя: (6.16) 


Таким образом, в жидкостной хроматографии оказывается возможным получать 
очень малые величины ВЭТТ, близкие к величине зерна применяемого сорбента. Это 
позволяет получать в жидкостной хроматографии очень высокую эффективность раз- 
деления вплоть до нескольких тысяч теоретических тарелок на колонках длиной всего 
лишь несколько сантиметров [20, 21. 

Интересно отметить, что именно такое сочетание экспериментальных параметров 
характерно для первых хроматографических опытов М.С. Цвета [1]. В его эксперимен- 
тах были использованы порошкообразные адсорбенты (мел, крахмал, инулин и др.) с 
диаметром зерна порядка 5-10 мкм, работавшие при очень малых перепадах давления 
(порядка 103 Па) и, следовательно, при малых скоростях подвижных жидких фаз. По 
современным расчетам при этом достигалась эффективность до 5 тыс.т.т.на колонках с 
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высотой слоя адсорбента около 5 см. Таким образом, величина ВЭТТ в опытах Мс. ве 
та составляла всего лишь 10° мм. Такой результат вполне мог бы сделать честь любом 


современному исследователю. ` 
Величина Нр„ представляет собой вклад продольной молекулярной диффузии ‚ 
подвижной фазе 


Нр» == 270, /и (6.17) 


Здесь р, - коэффициент диффузии вещества в подвижной фазе, у - коэффициент, 
учитывающий затрудненность диффузии молекул в извилистых каналах внутри зерен 
сорбента и между ними. Эта величина для зернистых слоев сорбентов обычно равна 
0,5-0,6 и приближается к единице для идеального полого капилляра. В знаменателе это- 
го выражения стоит значение линейной скорости подвижной фазы и. Ясно, что чем вы- 
ше будет скорость подвижной фазы, тем меньше времени проведет данное веществов 
колонке и, соответственно, тем меньше будет вклад продольной молекулярной диффу- 
зии в величину общего расширения хроматографической зоны. 

Вклад продольной молекулярной диффузии в неподвижной фазе, равный 


250. К 
Ни (6.18) 


пропорционален коэффициенту диффузии вещества в неподвижной фазе, обратно 
пропорционален скорости потока подвижной фазы и, в то же время, зависит от коэф- 
фициента емкости колонки К. Это связано с тем, что молекулы разных веществ прово- 
дят в неподвижной фазе разное время, которое и определяется величиной этого пара- 
метра. 

В современных хроматографических системах обычно вклады продольной дифФу- 
зии (6.17) и (6.18) относительно невелики. В газовой хроматографии пренебрежимо 
мал и не учитывается член Н,„. Обычно невелик вклад этого члена и в большинстве ва- 
риантов жидкостной хроматографии. 

Природа вклада Н„„ учитывающего сопротивление массопередаче в неподвижной 
фазе, может быть объяснена следующим образом. При наличии поступательного дви- 
жения подвижной фазы в хроматографической колонке равновесное распределение 
концентраций сорбата между движущейся и неподвижной фазами, устанавливающе- 
еся в области, где в данный момент размещается этот сорбат, постоянно нарушается. 
В передней части зоны молекулы сорбата переносятся потоком подвижной фазы в 0б- 
ласть чистой неподвижной фазы, а в задней части зоны сорбент, содержащий сорби- 
рованные молекулы сорбата, приходит в соприкосновение с чистой подвижной фазой. 
Таким образом, в передней части зоны имеет место переход молекул сорбата из подвиж- 
ной фазы в неподвижную, а в задней части зоны, наоборот, молекулы сорбата переходят 
из неподвижной фазы в подвижную. Естественно, что ив центральной части зоны име- 
ет место миграция молекул из неподвижной фазы в подвижную и обратно, 
эти процессы в значительной степени уравновептиваются. Такие меж 
ды молекул происходят не мгновенно, но требуют некоторого времени, зависящего от 
скорости диффузии молекул в неподвижной фазе, от толщины слоя сорбента, который 
должна преодолеть отдельная молекула, чтобы перейти в подвижную фазу, 
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отстает в своем движении по колонке от центра масс хроматографической полосы, тог- 
да как другие молекулы переносятся потоком подвижной фазы вперед, опережая таким 
образом, основную массу вещества в хроматографической зоне. Это явление приводит 
к расширению зоны, которое может быть описано как дополнительный вклад, увели- 
чивающий высоту, эквивалентную теоретической тарелке. В результате решения опи- 


сывающей этот процесс системы дифференциальных уравнений получено следующее 
выражение для такого вклада [17, 18, 22-24]: 


(6.19) 


Здесь К - коэффициент емкости колонки, а,- толщина пленки неподвижной жидкой 
фазы (или длина пути диффузии в твердом адсорбенте), р,,- коэффициент диффузии 
сорбата в неподвижной фазе, и - линейная скорость подвижной фазы. Такое немгновен- 
ное установление концентрационного равновесия между фазами в хроматографичес- 
кой колонке часто рассматривают как результат наличия определенного сопротивления 
массопереносу в неподвижной фазе, связанного с конечной скоростью диффузии в ней 
молекул сорбата. 

Для коэффициента диффузии О, в адсорбционной хроматографии принимают ве- 
личину, несколько меньшую, чем коэффициент диффузии в подвижной фазе, так как 
миграция молекул в толщу зерна адсорбента происходит в извилистых порах, запол- 
ненных подвижной фазой. При этом скорость диффузии молекул сорбата в толщу ад- 
сорбента (скорость внутренней диффузии) оказывается много меньшей, чем скорость 
самих процессов адсорбции и десорбции. Особенно четко это проявляется в случае 
жидкостной хроматографии [20, 21]. В подвижной фазе имеют место неравновесные 
явления, аналогичные рассмотренным выше. Сопротивление массопередаче в подвиж- 
ной фазе вносит вклад в величину ВЭТТ, равный 
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Н 7% ув 





и (6.20) 


где 4, — диаметр частиц сорбента, а & - константа, приближенно учитывающая вкла- 
ды неравновесных явлений в каналах между частицами сорбента, внутри частиц в по- 
лостях, заполненных подвижной фазой, между потоками, движущимися в пористой 
среде с различными скоростями и т.п. Вклад Н „быстро уменьшается при уменьшении 
размеров зерен сорбента. 

Для капиллярных колонок величина этого вклада равна [16]: 
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В этом выражении одновременно учитывается и вклад в величину ВЭТТ, связанный 
с параболическим распределением скоростей по диаметру полой капиллярной колон- 
ки. 

Наконец, влияние диффузии сорбата в застойные зоны в слое сорбента предложено 
описывать выражением 2 
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метрию сорбционного слоя [25]. 
Величина ВЭТТ, найденная сум 
(6.12) - (6.22), может быть представлена в уп 
сящих от скорости подвижной фазы (в первом пр 
ных скорости и членов, обратно пропорциональны 


мированием величин, определяемых уравнениями 
рощенном виде как сумма членов, не зави. 
иближении), членов пропорциональ- 
хей: 
2 
а + От Е ЕЛ 
= 244, + 4 п? @а+к) р. 


или (6.23) 


НЕА+ В. + Си 


где А, Ви С - константы. В таком виде это выражение представляет собой извест- 
ное уравнение Ван-Деемтера [13], хорошо выполняющееся и в жидкостной, и в газовой 
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Ни 


= Рис. 6.4. Кривая Ван-Деемтера 


хроматографии при не слишком малых скоростях подвижной фазы. Легко ви. о 
выражение (6.23) - это уравнение гиперболы (рис. 6.4) с минимумом. при деть, чт 
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Нор, = й. С (6.24) 
и сасимптотой Н = Си. 


В этом случае минимальная высота. 
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Если в уравнении (6.23) считать вклад продольной молек 
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Н=А+Си (6.26) 


Экстраполируя это выражение к нулевому значению скорости подвижной фазы, 
можно получить величину А: 


Н,=А=2у4, (6.27) 


Показателем высокого качества заполнения хроматографической колонки, то есть 
высокой степени упорядоченности слоя заполняющих ее частиц сорбента, является 
близость к единице параметра у. Следовательно, в хорошо приготовленной хромато- 
графической колонке предельно достижимое значение ВЭТТ может быть близким к уд- 
военному диаметру заполняющих колонку частиц сорбента: 


Ни=24, (6.28) 


При математическом анализе процессов высокоэффективной хроматографии удоб- 
но пользоваться приведенными параметрами: 
приведенной высотой, эквивалентной теоретической тарелке, 





й= Е (6.29) 
и приведенной скоростью подвижной фазы 
и 
АИ (6.30) 


В жидкостной хроматографии при использовании колонок, заполненных мелкими 
однородными по размерам частицами сорбента, заполняющими колонку без пустот и 
неоднородностей плотности заполнения, в соответствии с уравнением (6.15) ВЭТТ мо- 
жет быть даже меньше, чем 24. Именно это обстоятельство дает основание относить 
современные варианты жидкостной хроматографии к высокоэффективным хроматог- 
рафическим процессам, в которых достигается удельная эффективность до 50 тыс т.л./м 
при длине колонок 50-250 мм. Полная эффективность разделения в этих процессах со- 
ставляет обычно 2-10 тыс. т.т., при максимально полном использовании возможностей 
применяемого сорбента и всей хроматографической системы. 

Из проведенного рассмотрения следует, что имеется два пути для увеличения эф- 
фективности хроматографического разделения, по крайней мере, в принципе. Один из 
этих путей, по-существу, экстенсивный, сводится просто к увеличению пути, проходи- 
мого хроматографической зоной по слою сорбента. И в газовой, и в жидкостной хрома- 
тографии это означает простое увеличение длины разделительных колонок. 

Второй путь, который следует рассматривать как интенсивный, заключается в том, 
чтобы в возможно более полной степени удовлетворить требования к условиям хрома- 
тографического эксперимента, вытекающие из анализа взаимосвязей между парамет- 
рами хроматографического опыта и его результатами. Если считать, что такая взаимо- 
связь удовлетворительно описывается уравнением Ван-Деемтера, то можно заключить, 
Что увеличения общей эффективности разделения в хроматографическом процессе, 
То есть максимального уменьшения высоты, эквивалентной теоретической тарелке 


91 


Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых средств 





(ВЭТТ), можно добиться, уменьшая те параметры этого уравнения, которые вносят На- 
иболее существенный вклад в величину ВЭТТ.В практически приемлемых условиях о 
первый и третий члены уравнения Ван-Деемтера. 

Первый член 


АЕ 
бы" ( м и (631) 
можно уменьшить, применяя сорбент с возможно малой величиной зерна и с мини- 
мальным разбросом его размеров. Это успешно выполняется в высокоэффективной 
жидкостной хроматографии путем применения специально приготовленных сор- 
бентов с зернами строго сферической формы при очень малом разбросе их размеров 
(рис. 6.5). Применение таких сорбентов с размером зерна 5, 3 и даже 2 мкм в сочета- 
нии с особыми приемами заполнения колонок позволило уверенно получать колонки 
с эффективностью до 2500 т.т./см [26-28]. При длине колонок для жидкостной хро- 
матографии высокого разрешения 4-5 см их полная эффективность достигает 10-15 
тыс.т.т., что, несомненно, следует рассматривать как весьма высокий результат. Именно 
такие результаты и дают основания для наименования этого варианта хроматографи- 
ческого метода высокоэффективной жидкостной хроматографией. Ситуация, связан- 
ная с влиянием сопротивления массообмену на эффективность хроматографического 
разделения, более сложна. Увеличение скорости подвижной фазы приводит к наруше- 
нию равновесия между подвижной и неподвижной фазами. Феноменологически это 
проявляется в том, что зона компонента в неподвижной фазе как бы отстает от зоны 
в подвижной фазе. Это приводит к размыванию хроматографической зоны, характер- 
ному для неидеальной хроматографии. Такое размывание может быть описано как оп- 
ределенный вклад в эффективный коэффициент диффузии в колонке, описываемый 
третьим членом уравнения Ван-Деемтера, Си. Этот вклад пропорционален скорости 
подвижной фазы и зависит от величины пути диффузии в неподвижной фазе (толщи- 
ны сорбционного слоя или толщины пленки неподвижной фазы 4) и от сорбционного 
коэффициента данного вещества К. Стремление уменьшить эти величины привело к 


созданию пелликулярных (поверхностно-слойных) сорбентов в жидкостной хроматог- 
рафии (см. ниже). 





Рис. 6.5. Микрофотографии сорбентов для высокоэффективной жидкостной 
хроматографии: а — Зорбакс; б — Хромасил; в — Видак, Увеличение 1:1000 
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6.4. Высокоэффективная жидкостная хроматография 


В большой группе хроматографических процессов в качестве подвижной фазы ис- 
пользуются жидкости. Применение жидкостей для этой цели имеет ряд преимуществ. 
Жидкие подвижные фазы обладают высокой растворяющей способностью в широком 
диапазоне температур между температурой их затвердевания и точкой кипения. Жид- 
кие подвижные фазы способны растворять и переносить через хроматографическую 
колонку при комнатной температуре такие вещества, которые не переходят в газооб- 
разное состояние вследствие их высокой молекулярной массы, очень малой упругости 
пара или недостаточной устойчивости при повышенных температурах. 

Первые эксперименты в области жидкостной хроматографии были проведены пер- 
вооткрывателем хроматографического метода М.С. Цветом уже в 1903 г. [1, 2]. В этих 
опытах были использованы в качестве подвижных фаз различные органические рас- 
творители, а неподвижными фазами служили разнообразные органические и неорга- 
нические порошкообразные адсорбенты, в том числе мел, оксид магния, крахмал, ину- 
лин и др. Были показаны возможности разделения в этих системах таких веществ, как 
окрашенные в разные цвета соединения, входящие в состав хлоропластов растений, за 
счет различий в энергиях их адсорбционного взаимодействия с применяемыми адсор- 
бентами. Это определило наименование использованного Цветом варианта хромато- 
графии как жидкостной адсорбционной хроматографии. До 1950 г. были разработаны 
и другие варианты хроматографического метода, использующие жидкие подвижные 
фазы. Среди них следует отметить распределительную хроматографию, в которой не- 
подвижной фазой служит жидкость, несмешивающаяся с подвижной фазой [29, 30]; 
ионообменную хроматографию, в которой стационарной фазой является твердый ад- 
сорбент, способный к обмену ионами с веществами, подлежащими разделению [31]; 
эксклюзионную или ситовую хроматографию, в которой разделение осуществляется за 
счет различий в скоростях диффузии молекул разделяемых веществ в микропоры твер- 
дого адсорбента [32] иаффинную хроматографию, использующую специфические вза- 
имодействия фермента и соответствующего субстрата или антигена с антителом [33]. 

В течение довольно долгого времени жидкостную хроматографию использовали 
преимущественно для препаративного разделения разнообразных веществ. При этом 
применяли колонки диаметром 10-50 мм и длиной 5-100 см, а используемые адсорбен- 
ты имели частицы неправильной формы с достаточно широким диапазоном размеров 
от 20-35 до 200-300 мкм [34, 35]. Столь значительные различия в размерах частиц не- 
подвижной фазы, а также наличие в адсорбентах существенной примеси очень мел- 
ких пылевидных фракций определяли достаточно высокое гидравлическое сопротив- 
ление применявшихся колонок. Как правило, подачу подвижной фазы осуществляли 
подтидравлическим давлением применяемого растворителя, обычно не превышавшим 
0,5-1 м водяного столба (0,05-0,1 кг/см?). В таких условиях скорость подвижной фазы 
была весьма незначительной, так что длительность хроматографического опыта измеря- 
лась многими часами, а часто даже днями и неделями. Эффективность таких процессов 
также была весьма умеренной, что не позволяло разделять близкие по своим свойствам 
компоненты или многокомпонентные смеси веществ. Тем не менее жидкостная хрома- 
тография даже в этих несовершенных формах во многих случаях превосходила по своей 
Разделяющей способности другие известные в то время методы разделения веществ, та- 
кие как дистилляция, ректификация, экстракция, дробная кристаллизация идр. 
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Период времени с 1950-го до 1965 г. после открытия газовой хроматографии [10 
14] характеризовался интенсивными исследованиями закономерностей хРоматогра. 
фических процессов и поисками путей достижения их максимально возможной раз- 
деляющей способности [36-47]. Эти исследования были направлены прежде всего на 
повышение эффективности процессов газовой хроматографии. С самого начала было 
достаточно очевидно, что выявленные в этих исследованиях закономерности и Условия 
достижения высокой разделяющей способности должны быть в равной мере примени- 

мы не только к газовой хроматографии, но и к процессам жидкостной хроматографии 
при надлежащем учете различий в свойствах применяемых подвижных фаз. Это в пер- 
вую очередь связано с различиями в вязкости подвижных фаз и, как следствие, с разли- 
чиями в их коэффициентах диффузии. Вязкость газов составляет 10-103 сПз. В то же 
время вязкость жидкостей в большинстве случаев находится в пределах 0,2-2 сПз, а для 
таких веществ, как этиленгликоль, достигает 16,5 сПз. Таким образом, вязкость жидких 
подвижных фаз превосходит вязкость газов в 100-1000 раз. С другой стороны, жид- 
кости отличаются от газообразных сред своей исключительно малой сжимаемостью. 

Поэтому жидкости практически не изменяют своего объема при повышении давления 

по крайней мере до 100 кг/см?, так что распределение давлений в колонке, заполненной 

мелкодисперсным адсорбентом, с хорошей точностью подчиняется линейному закону. 

Вследствие малой сжимаемости жидкости объем элюента, покидающего хроматогра- 

фическую колонку, с хорошей точностью равен объему подвижной жидкой фазы, пос- 

тупающего в нее. Возвращаясь к соотношениям, рассмотренным выше, можно отме- 
тить, что в соответствии с уравнением Ван-Деемтера, минимальное значение высоты, 
эквивалентной теоретической тарелке, может быть выражено соотношением (6.23), где 
величина А = 2^4 не зависит от свойств подвижной фазы. 
Член В в жидкостной хроматографии примерно пропорционален коэффициенту 
диффузии в жидкости: 
В-Р, (6.32) 

В знаменателях выражений для вкладов в ВЭТТ Н» и и ны содержатся коэффи- 
циенты диффузии разделяемых веществ в подвижной и в неподвижной фазах. В то же 
время эти выражения пропорциональны скорости подвижной фазы в колонке. Пред- 
полагая, что эти коэффициенты в жидкостной хроматографии близки по величине, 


можно считать, что в первом приближении множитель С в уравнении Ван-Деемтера 
обратно пропорционален коэффициенту диффузии в жидкости: 


С-ИБ,. (6.33) 


В то же время, фактически достижимая величина ВЭТТ быстро возрастает с уве- 
личением скорости подвижной фазы вследствие относительно более высокого значе- 
ния параметра С в уравнении Ван-Деемтера. Это определяет необходимость работать в 
жидкостной хроматографии при скоростях подвижной фазы, как можно более близких 
к оптимальным или очень немного их превышающих. В этом случае минимальное зна- 
чение ВЭТТ в жидкостной хроматографии будет и: Е еек 

ия колонки, не 
ми частиц адсорбента 4, и качеством заполнен 


множителя А. 
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Глава 6. Хроматографические методы определения наркотических и допинговых веществ... 





Понимание этих простых соотношений и их распространение на процессы жил: 
костной хроматографии было достигнуто в 1962-1965 гг. благодаря усилиям большой 
группы исследователей, многие из которых уже имели в то время солидный опыт рабо- 
ты в газовой хроматографии [34, 35, 37, 38, 44, 48, 49]. 

Обратив внимание вновь на выражения для вкладов в ВЭТТ в уравнении Ван-Де- 
емтера Н.›Н»„›Н,„» легко понять, что эти вклады прямо пропорциональны первой или 
второй степени геометрического параметра, отражающего влияние пути диффузии в 
подвижной и в неподвижной фазах хроматографической системы. Вклады Е. ме, 
пропорциональны квадрату величины частицы адсорбента Я для наполненных коло- 
нок [уравнения (6.18) и (6.19) ] или квадрату диаметра капиллярной колонки [уравнение 
(6.17). Влияние сопротивления массообмену в неподвижной фазе [уравнение (6.20)] 
пропорционально второй степени пути диффузии в этой фазе. В качестве этой вели- 
ЧИНЫ наиболее часто применяют толщину мономолекулярной пленки на поверхнос- 
ти применяемого адсорбента либо некоторую часть размера его зерен (обычно весьма 
небольшую). Это касается адсорбционной хроматографии, которая является наиболее 
часто применяемым вариантом жидкостной хроматографии. В обоих случаях величина 
этих вкладов оказывается в несколько десятков или сотен раз меньшей, чем в газовой 
хроматографии. Отсюда становится ясным, что для снижения ВЛИЯНИЯ неравновесных 
процессов в жидкостной хроматографии необходимо значительно уменьшать размеры 
зерна применяемых адсорбентов, что приводит к соответствующему уменьшению пу- 
ти диффузии молекул разделяемых веществ из потока подвижной фазы к поверхности 
адсорбента и обратно. 

Первые шаги в направлении значительного улучшения кинетических характерис- 
тик на всех стадиях жидкостно-хроматографического процесса были осуществлены 
именно на основе вышеизложенных принципов. Вначале для этой цели были использо- 
ваны адсорбенты, в каждом зерне которых твердое непористое ядро было покрыто тон- 
ким адсорбирующим слоем толщиной 1-2 мкм. Такими пелликулярными или повер- 
хностно-пористыми адсорбентами были, например, стеклянные шарики диаметром 
50-100 мкм со сформированным на поверхности пористым адсорбирующим слоем 
толщиной 1-2 мкм. Такие слои могут быть сформированы путем прилипания к поверх- 
ности непористых стеклянных сфер очень малых адсорбирующих микрочастиц разме- 
ром 1-2 мкм или травлением поверхности стекла подходящими кислыми или щелоч- 
ными агентами [14, 15,22-24]. 

Ясно, что значение геометрического фактора, описывающего вклад сопротивления 
массопередаче в ВЭТТ, будет тем менее, чем меньше фактическая величина зерна при- 
меняемого адсорбента. Можно ожидать, что эта величина будет близка к толщине ад- 
сорбционного слоя на поверхности частицы пелликулярного адсорбента [22,28]. Одна- 
ко таким адсорбентам присущи определенные недостатки сугубо хроматографического 
характера, хотя они и позволяют существенно улучшить кинетические характеристики 
процесса. В частности, такие адсорбенты обладают очень малой адсорбционной емкос- 
тью, что представляется вполне естественным, так как в колонке, заполненной такими 
адсорбентами, активно работает всего лить 2—10% полного объема слоя адсорбента. 
Поэтому колонки с такими адсорбентами способны разделять лишь очень малые про- 
бы во избежание перегрузки и значительной потери своей эффективности. Это обсто- 
ятельство предъявляет повышенные требования к чувствительности детектирующей 
системы и обусловливает необходимость обеспечения очень малых объемов устройств 
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для ввода проб, соединительных коммуникаций и других элементов хроматографич к 

кой системы [16,21-23,34,36].По этой причине более распространенным в ЖиИДКостной 

хроматографии стало применение таких адсорбентов, в которых активно работающий 
адсорбционный материал охватывает весь объем частиц, однако сами эти частицы име. 
ют очень малые размеры (10, 5, 3 или даже 2 мкм) [20,21,45]. Помимо столь малых раз- 
меров частиц, эти адсорбенты обладают еще двумя специфическими особенностями: 
дисперсия размеров частиц этих адсорбентов очень невелика, а сами частицы имеют 
строго сферическую форму [17,21,46]. Более того, на основании результатов многочис- 
ленных экспериментов была разработана особая техника заполнения колонок, обеспе- 
чивающая строго равномерную структуру слоя адсорбента без каких-либо пустот, об- 
ластей пониженной плотности и других неравномерностей [24, 47, 48]. 

Все эти меры в целом привели ктому, что члены 4, и Ч характеризующие сопротив- 
ление массопередаче в подвижной и в неподвижной фазах оказались в высокоэффек- 
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) близкими между собой. 

Многочисленными экспериментальными исследованиями установлено, что различ- 
ные процессы, вызывающие расширение хроматографических зон в современной жид- 


костной хроматографии, вносят вклады в ВЭТТ, имеющие следующий порядок вели- 
чины [19,50]: 


Вихревая диффузия, 24, 103 см; 
Молекулярная диффузия в подвижной фазе 103 см; 
Молекулярная диффузия в неподвижной фазе 10-6 см; 
Сопротивление массопередаче 10“ см 


Из этих величин следует, что наибольший вклад в расширение полосы в жидкостной 
хроматографии на слоях адсорбентов с частицами величиной 5 мкм вносит вихревая 
диффузия и сопротивление массопередаче в подвижной и неподвижной фазах. Таким 
образом, величина ВЭТТ в высокоэффективной жидкостной хроматографии опреде- 
ляется, в первую очередь, размерами частиц применяемого адсорбента. 

Проведенное здесь рассмотрение, конечно, носит очень упрощенный характер. Од- 
нако оно достаточно ясно показывает, что наибольшие вклады в процесс расширения 
хроматографической полосы в жидкостной хроматографии вносят процессы вихревой 
и молекулярной диффузии. Эти вклады пропорциональны первой или второй степе- 
ни диаметра частиц применяемого адсорбента. Именно эти зависимости определяют 
необходимость использовать в жидкостной хроматографии более мелкозернистые ад- 
сорбенты с размером частиц 10,5, 3 и даже 2 мкм (рис. 6.5). Это позволяет достигать эф- 

фективностей разделения до 3-5 тыс.т.т.при длине колонок 3-5 см (ВЭТТ около 10 мкм) 
или 10° т.т./м. Это дало основания для того, чтобы считать современную модификацию 
хроматографического процесса с жидкой подвижной фазой самостоятельным мето- 
дом, называемым высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ). Его осу- 
ществляют с помощью достаточно сложных и совершенных приборов — жидкостных 
хроматографов. Схема такого прибора приведена на рис. 6.6. В его состав входят источ- 
ник (резервуар) подвижной фазы, насос, обеспечивающий подачу подвижной фазы в 
колонку при достаточном давлении, устройство для ввода проб (специальный кран или 
система для ввода проб микрошприцем), хроматографическая колонка и детектор, ре- 
гистрирующий разделенные вещества, покидающие колонку. В состав такого прибора 
могут также входить вспомогательные устройства, предназначенные для сглаживания 
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Рис. 6.6. Схема современного хроматографа: 1 - источник подвижной фазы (резервуар с жидким рас- 
творителем, баллон со сжатым газом, электролизер, кипятильник-парогенератор ит.п.); 2 - насос для 
подачи жидкой подвижной фазы; 3 — регулятор скорости потока подвижной фазы, демпфер — успокои- 
тель колебаний давления; 4 - устройство для ввода проб; 5 - хроматографическая колонка; 6 - детек- 
тор покидающих колонку фракций; 7 - регистрирующее устройство (самописец или ЭВМ). 


пульсаций давления, для удаления растворенных газов из применяемых растворителей 
ит.п. Некоторые сведения об аппаратуре для ВЭЖХ приведены в следующей главе. 


6.5. Адсорбционная жидкостная хроматография 


Разделение веществ методом адсорбционной жидкостной хроматографии осущест- 
вляется в результате их взаимодействия с адсорбентами, такими как силикагель или ок- 
сид алюминия, имеющими на поверхности активные центры. Различие разных компо- 
нентов анализируемой пробы в их способности к взаимодействию с адсорбционными 
центрами приводит к разделению их на отдельные зоны в процессе движения по ко- 
лонке с подвижной фазой. Достигаемое при этом разделение зон компонентов зави- 
сит от взаимодействия как с адсорбентом, так и с растворителем (с подвижной фазой). 
В большинстве случаев адсорбенты, применяемые в настоящее время в жидкостной 
хроматографии, несут на своей поверхности полярные гидроксильные группы. Это оп- 
ределяет достаточно полярные свойства поверхности адсорбента и, соответственно, 
достаточно энергичное их взаимодействие с полярными соединениями, к числу кото- 
рых относится большинство наркотических и допинговых веществ. Подвижными фа- 
зами в таких случаях обычно служат малополярные растворители типа углеводородов 
или их хлорсодержащие производные типа хлористого метилена. Такие хроматографи- 
ческие процессы, в которых используются адсорбенты с полярными свойствами в соче- 
тании с неполярными подвижными фазами, принято называть нормально-фазовыми 
процессами. В том случае, если поверхность адсорбента ыы так, что ей 
приданы неполярные свойства (например›если поверхность адсорента покрыта слоем 
неполярной жидкости или модифицирована путем иене тре не 
групп, например, углеводородных радикалов С,-С„)»обычно ее а ха 
используют высокополярные жидкости ато ат аех Са а ы 
ческих веществ, таких как спирты или ацетонитрил). В этом случае хр Р. 
ыы рн ен с силикагелем в таких условиях ра- 
р ион ее аль разделение оставались бы ста- 


6, 
оты, при которых времена удер. что углеводороды, используемые в 


м. 
О ея Е р ре Г т ептан изооктан), обычно содержат 
качестве основных подвижных фаз (н-гексан» #” ы 
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очень небольшое количество воды (десятки частей на миллион или меньше) 
нии насыщения, даже если их осушали тем или иным способом. Силикагель в 
неимеющий на поверхности адсорбированной воды, является эффективным осушить. 
лем и отнимает воду от растворителя, меняя при этом свою активность как адсорбент 
Хроматографические характеристики его при этом, естественно, также изменяются, 
Это продолжается до тех пор, пока не установится равновесие между количеством в 
поглощаемой и отдаваемой силикагелем. Если при смене растворителя новая па 
его будет иметь иную степень насыщенности водой, чем предыдущий растворитель, 
то снова будет происходить процесс установления нового динамического равновесия, 
и хроматографические характеристики снова изменятся. Аналогичный процесс может 
идти и в обратном направлении, когда растворитель хорошо высушен, а силикагель со- 
держит много адсорбированной воды. 

Существуют методы, которые позволяют получить воспроизводимые хроматогра- 
фические характеристики колонки с силикагелем. Один из них заключается в использо- 
вании безводного гексана, модифицированного для получения нужной селективности 
метиленхлоридом или ацетонитрилом. Так как их содержание в гексане существенно 
выше, чем воды, равновесие устанавливается существенно быстрее, и его легче поддер- 


живать. Тем не менее при этом задача получения безводного растворителя сохраняет- 
ся. 


В Состоя. 
КОЛоНке, 


оды, 
ртия 


В другом методе с использованием гексана при его модификации водой применяют 
так называемую систему контролируемой влажности (СКВ). Метод основан на созда- 
нии замкнутого цикла растворителя, который после детектора возвращается в систе- 
му через большую колонку с обогреваемой термостатом рубашкой. Большая колонка 
содержит силикагель или оксид алюминия (увлажненные) и служит для удерживания 
компонентов разделенных проб и поддержания требуемой влажности гексана. Увели- 
чивая или понижая температуру в рубашке, можно изменять количество воды в цир- 
кулирующем гексане и, следовательно, менять параметры удерживания аналитической 
колонки. Подробно устройство и работа системы СКВ описаны в литературе [51]. 


Прианализе веществ, достаточно сильно взаимодействующих с силикагелем, напри- 


мер, фенолов или спиртов, алифатические углеводороды часто модифицируют спир- 
тами, например изопропанолом. На рис. 6.7 представлена хроматограмма, демонст- 
рирующая высокую селективность при разделении сложной смеси наркотических 
веществ [52]. 

Популярность силикагеля в качестве адсорбента для ВЭЖХ начала падать с появле- 
нием и ростом применения полярных сорбентов с привитыми на пове 
ональными группами, такими как аминные, нитрильные и диольн 
более удобны в работе и позволяют легче подбирать селективность, меняя подвижную 
фазу. Тем не менее у силикагеля имеются свойства, которые обеспечивают ему доста- 
точно надежное будущее в ВЭЖХ. Это прежде всего относительная дешевизна силика- 
геля, дающая ему большие преимущества при препаративных разделениях, особеннов 
том случае, когда масштаб их приближается к промышленному. Это хорошая механи- 
ческая прочность, возможность в широких пределах регулировать размер и объем 
возможность отмыть кислотой от ионов металлов переменной валентности, про 
при высокой температуре и т.д. [53-55]. 

Недостатки адсорбционной хроматографии, ограничивающие ее использование. 
К таким недостаткам прежде всего следует отнести большую длительность процессов 


рхности функци- 
ые. Такие сорбенты 


пор, 
калить 
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Рис. 6.7. Хроматограмма модельной смеси алкалоидов опия: 

1 - морфин; 2 - кодеин; 3 - дионин; 4 - папаверин. Колонка разме- 

ром 64 х 2 мм; сорбент Сепарон С, , Размер зерна 5 мкм; подвижная 
фаза ацетонитрил-0.01М раствор ацетата аммония (7:13); скорость 
подачи подвижной фазы 100 мкл/мин; объем пробы 2 мкл 


02468 10 12 14 16 18 20мин 





уравновешивания адсорбентов с растворителями, содержащими воду в микроколи- 
чествах, и трудность приготовления таких растворителей с определенной и воспроиз- 
водимой влажностью. Это приводит к плохой воспроизводимости параметров удер- 
живания, разрешения, селективности. По этой же причине невозможно использовать 
градиентное элюирование, то есть разделение с постепенным увеличением содержания 
полярного компонента в применяемом элюенте, так как возврат к исходному состоя- 
нию настолько длителен, что значительно превосходит выигрыш времени за счет ис- 
пользования градиента. 

Существенные недостатки адсорбентов, особенно оксида алюминия, связанные с 
частыми случаями перегруппировок и разложения чувствительных к катализу соеди- 
нений, необратимой сорбции, также широко известны и неоднократно отмечались в 
литературе. Необратимо сорбирующиеся вещества, накапливаясь на начальном участ- 
ке колонки, меняют природу сорбента, могут привести к повышению сопротивления 
колонки или даже к полной ее забивке. Последний недостаток может быть устранен 
путем использования предколонки, которая по мере повышения сопротивления вслед- 
ствие засорения заменяется на новую или перезаполняется новым сорбентом. Однако 
необратимая сорбция, имеющая место и в этом случае, приводит к получению хрома- 
тограмм, на которых полностью или частично отсутствуют пики чувствительных к ад- 
сорбции или каталитическому разложению компонентов пробы, либо существенно ис- 
кажаются их количественные соотношения. 


Все эти недостатки обусловили широкое распространение существенно более мяг- 


кого в химическом отношении метода распределительной хроматографии. 


6.6. Распределительная хроматография 

_ это вариант метода ВЭЖХ, в котором разде- 
ление смеси на составляющие ее компонентыосуществляется за счет различиях ко- 
Ээффициентов распределения между двумя несмешивающимися жидкими фазами: рас- 
творителем (подвижная фаза) и жидкой фазой на сорбенте (неподвижная фаза). Этот 
метод был предложен в 1941 г. Мартином и Синджем [29] и получил очень широкое 


Распределительная хроматография 
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распространение в форме хроматографии на бумаге (см. ниже). В ВЭЖХ исто 
ки первыми были абсорбенты, которые получали нанесением подходящих 
(оксидипропионитрила, парафинового масла и др.) на пористые твердыен 
достатком таких сорбентов было относительно быстрое смывание неподвижной фазы 
с твердого носителя потоком подвижной фазы. За счет этого количество этой фазы в 
колонке постепенно уменьшалось, времена удерживания также Уменьшались, а на на. 
чальном участке колонки появлялись непокрытые неподвижной фазой центры адсор. 
бции, вызывавшие искажение формы пиков. С этим недостатком боролись, насыщая 
растворитель нанесенной неподвижной фазой еще до его поступления в колонку, 
Логическим решением этой проблемы оказалась прививка химическими связями 
молекул неподвижной жидкой фазы к поверхности твердого носителя таким образом, 
чтобы ее вымывание стало физически невозможным, т.е. превращение твердого носи- 
теля и жидкой фазы в одно целое - в так называемый привито-фазный сорбент. Первые 
сорбенты такого типа были получены замещением силанольных г рупп, находящихся 
на поверхности силикагеля, в результате их реакции со спиртами или аминами. При 
этом отщеплялась вода, а остатки спиртов или аминов химически связывались с повер- 
хностью силикагеля. Эти так называемые «щеточные» сорбенты позволяли получить 


высокую эффективность разделения и стабильность времен удерживания при отсутс- 


твии вымывания неподвижной фазы из колонки. Однако устойчивость таких сорбен- 
тов в условиях применения водных растворителей, а также слабоосновных или кислых 


сред была низкой: привитая неподвижная фаза отщеплялась химически за счет реак- 
ции гидролиза. В дальнейшем усилия исследователей были направлены на поиск реа- 
тентов, прививка которых протекала бы достаточно быстро и полно, а образовавшиеся 
связи были бы максимально устойчивыми. Такими реагентами стали алкилхлорсила- 
ны и их производные, позволившие по сходной технологии получать привито-фазные 


сорбенты разного типа ис разными, как полярными, так и неполярными группами на 
поверхности. 


Нормально-фазовая распределительная 


ИЧес- 
жидких 


осители, Не. 


элюентами) распределительной ВЭЖХ. 


В условиях нормально-фазовой хроматог 


рафии такие сорбенты работают подобно 
силикагелю или оксиду алюминия, 


с теми же элюотропными рядами растворителей и 


рядками элюирования соединений разных классов. 
За счет разной химической природы силанольных, аминных и нитрильных групп не- 


редко возникают различия в селективности разделения, позволяющие отдать предпоч- 
тение тому или иному сорбенту. 


(1) вследствие отсутствия силанольных групп вероятность необратимой адсорбции ве- 
ществ заметно уменьшается; (2) заметно снижается влияние следов воды в подвижной 
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фазе на хроматографическое разделение, 


отпадает необходимость ст 
ого конт Вовать 
содержание воды в растворителях; Е м ос 


(3) быстро 
растворителя, что позволяет быстро переходить от одной ео 
пешно использовать градиентное элюирование; (4) возможно использовать растворите- 
ли в широком диапазоне их полярностей; (5) облегчается регенерация колонок; (6) сор- 
бенты с привитыми аминогруппами проявляют свойства слабых анионообменников. 

Следует принимать во внимание и некоторые особенности применения сорбентов 
спривитыми аминными неподвижными фазами. Не рекомендуется использовать в ка- 
честве растворителей вещества с альдегидными или кетонными группами, так как в 
этом случае возможно разрушение структуры привитой фазы с образованием основа- 
ний Шиффа. Наличие таких соединений в составе изучаемых проб может приводить к 
исчезновению некоторых из их компонентов. Аминные неподвижные фазы легко окис- 
ляются. Поэтому следует исключить действие на сорбент сильных окислителей. Анало- 
гично при использовании нитрильной привитой неподвижной фазы следует учиты- 
вать возможность реакций с нитрилами выбранного растворителя или компонентов, 
входящих в состав анализируемых проб. 

Нитрильные и аминные неподвижные фазы применяют в биологии, медицине, био- 
химии, фармации и др. (рис. 6.7-6.9). Эти неподвижные фазы нашли наиболее широкое 


Рис. 6.8. Хроматограммы экстрактов мочи 
добровольца, отобранной через 2 ч после 
приема 100 мгэфедрона (а) ичерез З6ч (б): 
1 - фоновые компоненты мочи: 

2- эфедрин; 3 - псевдоэфедрин; 

4 - эфедрон; 5 - амфетамин - внутренний 
стандарт с концентрацией 20 мкг/мл. Хро- 
матограф «Милихром»; УФ-детектор с 
длиной волны 210 нм, объем пробы 2 мкл 





ЕТ 
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Рис. 6.9. Хроматограммы смеси 1,4-бен- 
зодиазепинов (а) и экстракта содержи- 
мого кишечника больного, принявшего 
лекарства этой группы (6): 

1 - гидазепам; 2 - оксазепам; 3 - нитра- 
зепам; 

4 - хлордиазепоксид; 5 - феназепам; 
6- диазепам; 7 - медазепам. Прочие пи- 
ки — неидентифицированные примеси. 
Хроматограф «Милихром», условия экс- 
перимента - как на рис. 6.7 
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Рис. 6.10. Экстракты пробы волос (25мг) 
у 6 пациента, не употреблявшего кокаин 
(а) иупотреблявшего кокаин (б). Объем 
проб 100 мкл, что для пробы б соответс- 
твует 1 нг кокаина. Время удерживания 
у кокаина отмечено треугольником [51] 


— эти И"е 


ризнание и выпускаются почти всеми производителями сорбентов. Некоторые фирмы 


выпускают варианты аминных неподвижных фаз, содержащие, например, диэтилами- 
ноэтильные или диметиламинопропильные группы. 


Достаточно широко применяют также еще одну привитую полярную неподвижную 
фазу - так называемую диольную, которая содержит в составе привитой группы две 
гидроксильные группы. Ее селективность несколько отличается от других неподвиж- 
ных фаз вследствие другой химической природы полярных групп и значительно отли- 
чается от немодифицированного силикагеля. Этот адсорбент представляет собой сили- 
кагель, к поверхности которого привиты группы - (СН},ОСН,‚СН(ОН)СН,ОН. 

Сорбенты с другими привитыми полярными группами (за исключением ионооб- 
менников) выпускаются лишь малым числом фирм или же всего одной-двумя из них. 


Причиной этого является то обстоятельство, что какая-то особая селективность, оп- 
равдывающая применение таких сорбентов, 


Обращенно-фазовая распределительн: 
цированными сорбентами. Для использо 


используемые для этог 
метанол, вода, в меньшей мере тетрагидрофуран), позвол 


диапазоне, так как они прозрачны для УФ-излучения, 
порядка 190-210 нм (ТГФ - с 220 нм). Это поз 
детектор - УФ-спектрофотометр как при 190. 
ный универсальный детектор, позволяющий п ров, жиров, слож- 
ных эфиров, спиртов, олефинов, так и при любой а наю. 
- Растворители, 
тко растворяют 
биологических 
используемых в 
6.11-6.14) [57]. 


ии, относительно ле 


ящих в состав живых организмов, 
объектов, лекарственных препаратов, пестицидов, гербицидов, широко 
органической химии, нефтехимии, биоорганической химии и др. (рис. 
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Рис. 6.11. Хроматограмма пробы хлоргидрата кокаина ( 
(внутренний стандарт); 2 — бензойная кислота; 3 — цис-коричная кислота; 4 - а-труксилловая кислота; 
5- транс-коричная кислота; 6 - =-труксилловая кислота; 7 - В-труксилловая кислота; 8 - 6-труксилло- 
вая кислота; 9 — н-бутирофенон (внутренний стандарт); 10 — бензоилэкгонин; 11 - кокаин; 12 — цис- 
циннамоилкокаин; 13 — транс-циннамоилкокаин; 14 - изомерные труксиллины. 





еделения наркотических и допинговых веществ. 
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УФ-детектирование при 215 нм): 1 - меконин 


2 


Рис. 6.12. Хроматограмма пробы частично 

разложившейся трупной крови субъекта, 

умершего вследствие передозировки нар- 

котика. Содержание кокаина в анализиру- 

емой пробе - 1200 нг/мл. Важно отметить 

присутствие в пробе кокаина (пик 2) ибен- 
—З мин Время зоилэкгонина (пик 1) [52] 


3 


Рис. 6.13. Хроматограмма смеси анти- 
гипертензивных лекарств: 1 - атенолол; 
2 - амлодипин; 3 - нифедипин; 4 - ам- 
тодипин; 5 - нимодипин; 6 - фелодипин; 
[53] 
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Рис. 6.14. Хроматограмма смеси барбитуратов, полученная 
на колонке размером 250х4 мм с сорбентом Нуклеосил С18 
с величиной зерна 10 мкм. Подвижная фаза - смесь метанол- 
вода (11:9 по объему). Расход 3.5 мл/мин, давление на входе 
14 МПа, УФ-детектирование на длине волны 254 нм; величина 
пробы 5 мкл: 1и 6 - неидентифицированные примеси; 2 - ве- 
ронал; 3 -люминал; 4 -проминал; 5 — ревонал; 7 - тиогенал 
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Обращенно-фазовая хроматография с успехом применяется для анализа с 
различных лекарственных препаратов, в том числе барбитуратов (рис. 6.14) [49], 


же стероидных гормонов различной природы (рис.6.15) [54]. 
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Время, мин. 
Рис. 6.15. Хроматограммы экст 
7В-гидрокси-4-холестен-3-она 
догенный компонент сыворотк! 
ласти времени удерживания в 


нутреннего стандарта эндогенные компоненты отсутствуют [54] 

Интересно отметить, что некоторые привитые адсорбенты, несущие на поверхн 
органические радикалы с полярными группами (диольные группы, цианогруппы и 
могут работать как в условиях нормально-фазовой, так и 


тографии в зависимости от характера применяемой подви: 


6 2 4 6 8 10 12 14 
(У 
Время, мин. я 


Со с В 
Рис. 6.16. Разделение стероидных гормонов на колонке разме 


Месей 
а так- 


ракта сыворотки крови (2 мл) с добавлением внутреннего стандарта 
(а) и без такой добавки (6): пик 1 -Та-гидрокси-4-холестен-3-он- эн- 
и крови; пик 2 - 7В-гидрокси-4-холестен-3-он. Легко видеть, что в 0б- 


оСти 
др.), 


обращенно-фазовой хрома- 
жной фазы (рис. 6.16) [30]. 


м 1 
Суапо с размером частиц 5 мкм (фирма «Рестек», США). (а) [7 50х4 мм с сорбентом Ртпасее ! 


вижная фаза смесь гексан-этанол (9:1 по объему) 


Фазовое разделение: п кортикостерон; 
да-метанол; величина пробы 5 мкл; прочие условия те же (13:7): 1 — кортизон; 2 Я = смесь во- 
3 - кортизон ацетат [55]. У Кортикостерон; 
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Сорбенты в обращенно-фазовой ВЭЖХ быст 
нении состава растворителя, что позволяет дост: 
тодики к другой с использованием одной и то 
диентное элюирование с быстрым восстановле 
растворителем. Эти сорбенты дают возможнос 


ро приходят в равновесие при изме- 


й же колонки, а также применять гра- 
нием равновесия сорбента с исходным 


загрязнения. 


В настоящее время фирмы-производители выпускают более 100 разных обращен- 
но-фазовых сорбентов. Примеры некоторых из них приведены в табл. 6.1. Практически 
все производители выпускают их с привитыми неподвижными фазами С, и С, (послед- 
ние нередко в нескольких вариантах), многие — С.-С, (что нередко обозначает одно ито 
же-прививку триметилхлорсилана или диметилдихлорсилана), некоторые - фенил, С, 
или С.. Если плотность прививки неподвижной фазы одинакова, то сорбент с привитой 
неподвижной фазой С, будет содержать в 2 раза меньше, а для адсорбента с привиты- 
ми группами С, , более чем в 2 раза больше привитого углерода, чем в случае неподвиж- 
ной фазы С,. На практике эта плотность несколько падает в ряду С, > С, > С,„, поэто- 
му содержание углерода для С, несколько больше, а для С,, - меньше, чем можно было 
бы ожидать. Так как удерживание соединений в обращенно-фазовой хроматографии 
пропорционально содержанию привитого углерода (точнее, той части привитого угле- 
рода, которая доступна для взаимодействия с молекулами разделяемых веществ), то для 
сорбентов одной торговой марки удерживание увеличивается в ряду С,<С,<С,<С,,. 


Таблица 6.1. Свойства некоторых адсорбентов 
для обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии 







































































Величина Удельная 
Форма Диаметр 
частиц, поверхность, | Примечания 
Наименование Производитель частиц» и пор, нм ке 
Лихросорб РП-18 Мерк [Мир 5,7, 10 10 300 ее 
Лихросорб РП-8 Мерк Нпр 5, 7, 10 10 300 и с 
Партисил ОДС-3 Ватман | Нир 1 5, 10 1 5 400 10% С 
Нуклеосил С18 | Машерай-Нагель сф 3,5, 7, 10 10 — 
Нуклеосил С8 Машерай-Нагель | сф 5, 7,10 10 г — Е 
и-БондапакС18 ы Уотерс Нпр 10 =. ы 
и -Бондапак Уотерс Нпр ы 10 - 300 В 16% С 
енил = | т | 35 22% С 
Зорбакс ОДС 'Дюпон СФ 8 и 
СФ 8 т 350 15% С 

Зорбакс С8 Дюпон ея г 

Фэйз СФ 5, 10 8 220 6% С 
Сферисорб ОДС Сепаратион $ 
Сферисорб сф 5, 10 8 220 12% С 
ОДС-2 

Примечание: * Нпр — неправильная, Сф - сферическая 
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Однако, если взять сорбенты разных ве рат сорбент с непод. 
вижной фазой С, может удерживать разделяемые я вы ее, а сильнее, Чем 
сорбент с неподвижной фазой С „выпускаемый тва . 

В качестве растворителей для обращенно-фазовой используют премущест. 
венно метанол и ацетонитрил. Другие спирты, кроме метанола, используют редко, так 
как их вязкость значительно выше и при работе с ними требуется слишком большое 
давление, тогда как эффективность разделения падает вследствие затрудненной диф- 
фузии в подвижной фазе. Тетрагидрофуран также используют значительно Реже, во- 
первых, из-за его нестабильности при хранении (он быстро окисляется, накапливая 
гидропероксиды, которые уменьшают УФ-диапазон пропускания, способны окислять 
привитую неподвижную фазу и взрывоопасны), во-вторых, из-за трудности очист. 

ки перегонкой (необходимо разрушать пероксиды до перегонки во избежание взры- 
ва). Ацетонитрил имеет ряд преимуществ перед метанолом. При хорошей очистке он 
лучше пропускает в ультрафиолетовом диапазоне (ниже 210 нм) и позволяет работать 
В смеси вода-ацетонитрил при 200 и даже при 190 нм. Он обычно обладает лучшими 


растворяющими свойствами для проб, чем метанол. При использовании смесей ме- 
танол-вода и ацетонитрил-вода вязкость смесей не является аддитивной величиной и 
при 25°С меняется от 0,89 и 0,57 МРа.сек (д 


ля чистой воды и метанола, соответствен- 
но) до 1,4 (для смеси ацетонитрил-вода, соответствующие величины равны 0,89, 0,43 и 
0,98 МРа-сек). Большая вязкость смесей метанол-вода по сравнению со смесями ацето- 
нитрил-вода (почти в 1,5 раза) затрудняет использование колонок, заполненных час- 
тицами сорбентов размером З и 5 мкм, при использовании водно-метанольных смесей. 
Точно так же колонки, работающие с системой метанол-вода, при градиентном элю- 
ировании подвергаются при оде действию больших давлений и быстрее 
выходят из строя. Наконец, 


важную роль играет и то обстоятельство, что метанол от- 


имость (особенно высокочист 
копии) 


сторожностей п и раб 
оте же то. 
вобождать от воды, ОЕ атак | 


так как он образ ы = 
ную у ет с ней азеотроп 
ев Это Е его регенерацию из отработанного я что р 
жно при большом масштабе проводимых исследований ь 
паративной работе. "› например, при пре- 


низированная вода, 
кие иониты, исполь: 


как правило, не подходит 
зуемые для извлечения из 


> дают воду с 
органических 
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фикация не помогают, так как вследств 


Св... 





ие Образования азеотропных смесей отделить 


ки воды, осуществляющие деионизацию с пос- 
ледующим извлечением органических соединений адсорбентами, однако они доста- 
позволяющие 


и. Эти системы дешевле, но не так универсаль- 


олненные адсорбентом, рассчитанным на извле- 
чение органических соединений из определенного объема воды (обычно из 15 л)-они 


достаточно недороги и удобны, позволяют получить ровно столько очищенной воды, 
сколько нужно для ближайшей работы. Высокочистая вода нестабильна при хранении, 
поэтому лучше ее использовать достаточно быстро и свежеприготовленную. 

В том случае, если таких систем или патронов в распоряжении исследователя нет, 
следует взять наиболее чистую воду, имеющуюся в лаборатории и пропустить ее через 
колонку, заполненную чистым обращенно-фазовым сорбентом с привитой неподвиж- 
ной фазой С 3. Все органические примеси из воды будут сорбироваться в начале колон- 
ки, а на выходе колонки будет получаться чистая вода без примесей. После пропуска- 
ния определенного объема воды, зависящего от количества органических загрязнений 
в ней, эту колонку промывают чистым метанолом или ацетонитрилом, смывая загряз- 
нения, после чего она снова будет готова к работе. 

Возможны разные варианты такой очистки. Можно просто при использовании гра- 
диента высокого давления установить колонку с привито-фазным сорбентом С» же- 
лательно не обладающую большим гидравлическим сопротивлением (с зернением 20 
или 15 мкм), после насоса, подающего чистую воду, до смесителя. В этом случае колон- 
ка будет очищать Ровно столько воды, сколько нужно для работы, и вода будет свеже- 
очищенная. Можно использовать колонку, заполненную более крупным сорбен- 
том (например, 40-63 мкм), и подавать воду под гидростатическим давлением, получая 
столько воды, сколько нужно на день работы. Можно, наконец, использовать полупре- 
паративную или препаративную колонку для ВЭЖХ и качать воду насосом хроматогра- 
фа, используя для очистки воды ночное время, когда аналитическая работа не прово- 
дится. Какой вариант удобнее, должен решить сам исследователь. 


6.7. Ионная хроматография 


Ионная хроматография является особым видом ионообменной хроматографии, 
применяемым для анализа органических и неорганических ионов, не поглощающих в 
УФ-области [57]. В этом методе ионообменное разделение к сочетают с их кондук- 
тометрическим или спектрофотометрическим определением. Так как мот деж 
тельное кондуктометрическое определение возможно только при че > ей 
Электропроводности потока жидкости, поступающей в ЕЕ. я 
подвижной фазы предварительно удаляют пропусканием его чер 
лы, 

Предложены два основных метода ионной хроматографии. МН 

1. Двухколоночная ионная хроматография, основанная мо м ь А смья 
нии) электролита, содержащегося в элюенте для разделения › ти 
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второй ионообменной колонки, расположенной между детектором и Разделительниу 
колонкой. Этот метод и был изначально назван ионной хроматографией. 

Принципиальная схема установки для ионно-хроматографического анализа катис. 
нов показана на рис. 6.17. 

Вещества разделяются на катионообменной колонке 4 по ионообменному механи: 
му, попадают в так называемую подавительную колонку 5 со смолой в ОН`-формь, де 
происходит нейтрализация подвижной фазы и удаление электролита из элюента, Ана. 
лизируемые вещества выходят из колонки 5 в деионизированной водеи детектируются 
электрокондуктометрическим детектором. Сигнал кондуктометра 6 поступает на са. 
мописец или интегратор. Аналогично анализируют анионы, однако в подавительную 
колонку помещают ионообменник большой емкости в Н*-форме. Подавительную ю- 
лонку приходится часто регенерировать, поэтому отношение объема колонки 5 к объ- 
ему колонки 4, должно быть порядка 10. Предложены различные схемы разделения для 
ионной хроматографии и разные варианты заполнения разделительной и подавитель- 

ной колонок. 

Существуют два способа детектирования - прямой и косвенный (т.е. по уменьше- 
нию электропроводности). В прямом способе элюент переводят в соединение с низкой 
электропроводностью, а определяемый ион - в высокопроводящее соединение и детек- 
тирование проводят по положительным пикам. В косвенном способе, наоборот, элюент 
переводят в высокопроводящее соединение, а определяемый ион - в низкопроводящее 
и детектируют по отрицательным пикам (т.е. по уменьшению электропроводности) 


Рис. 6.17. Схема двухколоночной ионно-хроматографиче- 
ской системы: 1 - источник подвижной Фазы; 2 - насос; 

3 - устройство ввода пробы; 4 — хроматографическая ко- 
лонка; 5 - подавительная колонка; 6 — электрокондукто- 
метрический детектор; 7 - слив. 
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Рис. 6.18. Схема одноколоночной ионно-хроматографи- 
ческой системы: 1 - источник подвижной фазы; 2 - насос; 
3 - устройство ввода пробы; 4 - хроматографическая ко- 
лонка; 5 - электрокондуктометрический детектор; 6 — слив 


2. Другим вариантом ионной хроматографии является одноколоночная ионная хро- 
матография, основанная на использовании электролита с невысокой электропровод- 
ностью. В этом случае подавительная колонка отсутствует. Одноколоночный вариант 
ионной хроматографии предложили в 1979 г. Гьерде, Фритц и Шмуклер [57] для опре- 
деления анионов. В предложенном варианте (рис.6.18) кондуктометрический детектор 
был непосредственно соединен с разделяющей колонкой. 

Для сохранения высокой чувствительности определения, которая в двухколоноч- 
ном варианте достигается благодаря использованию системы подавления, в одноко- 
лоночном варианте используют элюенты с очень низкой электропроводностью. Это 
чаще всего анионы ароматических кислот, имеющих низкую эквивалентную элек- 
тропроводность, но в то же время обладающих высоким сродством к анионообмен- 
нику, что позволяет достичь быстрого и селективного разделения определяемых ани- 
онов. В качестве элюентов применяют либо растворы солей ароматических кислот с 
концентрацией (1-5)х10- М, либо растворы самих кислот с такой же концентрацией. 
Величина рН элюентов изменяется от 3 до 8. Первоначально одноколоночный вариант 
был предложен для кондуктометрического детектирования, позднее его стали широко 
использовать с косвенным УФ [58-60] и электрохимическим [62] детектированием. 

К преимуществам одноколоночной ионной хроматографии по сравнению с двухко- 
лоночной следует отнести его следующие особенности: 

а) более высокую эффективность разделения, которая достигается за счет умень- 
шения мертвого объема системы, а также благодаря возможности использовать 
сорбенты на основе силикагеля; 

6) простоту аппаратуры; 

в) отсутствие необходимости периодически регенерировать подавляющую систему; 

Г) возможность использовать различные детекторы; 

д) менее жесткие требования к химической устойчивости сорбентов и к коррози- 
онной стойкости хроматографической системы; 

©) более широкий выбор элюентов. 
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Однако пределы обнаружения ионов в одноколоночной ионной хромат 
обычно выше, чем в двухколоночной. Поэтому при определении очень малых 
траций (менее 0,1 мг/л) предпочтение в большинстве манаа отдается ДВУХКолоночн‹ 
му варианту. Использование электрохимического детектора позволяет снизить 
лы обнаружения некоторых ионов по сравнению с двухколоночным вариантом, но При 
этом теряется универсальность определения. Кроме того, недостатком оДНоколоночно. 
го варианта является более узкий по сравнению с двухколоночным диапазон линейное. 
ти градуировочных характеристик детекторов. Сравнительно узкий интервал РН( 3-8) 
элюентов для одноколоночного определения позволяет проводить разделение на ион. 
обменниках как на полимерной основе, так и на основе силикагеля. 

В настоящее время метод ионной хроматографии мало используется для анализа 
наркотических средств, хотя многие из них, будучи по своей природе производными 
аминов, легко ионизируются и могут разделяться в режиме ионной хроматографии, 
Обширные возможности этого плодотворного варианта хроматографической техники 
иллюстрируют рис. 6.19 и 6.20. 

Большое распространение в одноколоночной ионной хроматографии анионов по- 
лучили адсорбенты на основе силикагеля с размером частиц 6-10 мкм и обменной ем- 
костью 0,1-0,3 ммоль экв/г. Элюирование на этих адсорбентах проводят, как правило, 
растворами фталевой, бензойной, салициловой кислот или их солей. Анионообменники 
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Рис. 6.19. Хроматог а 
Колонка размером 2504.6 мм с сорбенто 
триметиламмония: концентрация 7.5 ММ, с 
ние, длина волны 275 нм; (6) элюент НС1, ко! 


кондуктометрическое детектирование: 1 — 


0,02 


я с пом, 
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на основе силикагеля характеризуются высокой для ионной хроматографии эффектив- 
ностью разделения. Так, для адсорбентов фирм Уудас и Мезсап (США) эффективность 
составляет 16 000 т.т./м, а для адсорбента Тоуо бо4а (Япония) 2500 т./м Требованиям 
ионной хроматографии удовлетворяют особые поверхностно-пористые (пелликуляр- 
ные) ионообменники, состоящие из твердого инертного ядра, покрытого тонким сло- 
ем ионита. На таких сорбентах быстро устанавливается равновесие, так как диффузия 
в тонкой ионообменной пленке протекает достаточно быстро. В результате этого хро- 
матографический процесс может быть существенно ускорен. Эти сорбенты обладают 
очень малой ионообменной емкостью. Синтез и использование поверхностно-слойных 
сорбентов были изучены за несколько лет до опубликования первых работ по ионной 
хроматографии, однако именно в этом методе такие сорбенты нашли самое широкое 


применение. Структура ионообменных сорбентов с малой обменной емкостью пред- 
ставлена схематически на рис. 6.21. 


1 


Рис. 6.21. Структура частиц поверхностно-слойного 
(пелликулярного) сорбента с малой сорбционной 
емкостью: 1 - сорбционный слой; 2 - сорбционно 
неактивное и непроницаемое для подвижной фазы ядро. 





Анионообменники. Продажные анионообменники, используемые в качестве не- 
подвижной фазы в ионной хроматографии, приведены в табл. 6.2. Наиболее распро- 
страненными анионообменниками на полимерной основе являются сорбенты фирмы 
Дайонекс (США). Ядро этих сорбентов представляет собой сополимер стирола и ди- 
винилбензола. Его поверхность вначале сульфируют, а затем полученный поверхност- 
но сульфированный канионит обрабатывают очень мелкими частицами (0,1-0,5 мкм) 
анионообменного латекса. Под действием электростатических сил частицы латекса 
притягиваются к поверхности смолы и образуют тонкую оболочку вокруг ядра. Таким 
образом, получающийся сорбент состоит из трех различных слоев: внутреннего ядра, 
сульфированного слоя и слоя анионообменных частиц. Преимущество поверхност- 
но-пористых анионообмеников перед обычными состоит в резком снижении диффу- 
что приводит к ускорению обмена ионов элюента и образ- 
ффективности разделения. Анионообменники на 
иях рН (более 9). 


зионного сопротивления, 
Ца и к значительному увеличению э 
полимерной основе стабильны при высоких значен 
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Таблица 6.2. Анионообменники для ионной хроматографии 

















































































































неон и рии ре 
Вюгоп ВТ! АМ Стирол-дивинилбензол 10 1 - 
Тоже 0,02 [10 т 
: 0,03 25 2 
Е ы 15 2 
ив .. | Оксиалкилметакрилат 0,02-0,03 м 
Гидрофильный полимер |0,1 10 Вар Ч 
Силикагель 1,0 = 5 
тоже 0,01 о. |6 
Стирол-дивинилбензол |0,20 110. 7 
САВ-120 Тоже 0,05 20-25 8 
Полиметакрилат 0,03 10 ВЕ | 
Силикагель 0,4 5-8 9 —й 
Поливиниловый полимер | 0,03 9 9 
\Мудас 302 $С Силикагель 0,1 30-44 и | 
Мудас 3021С Тоже 0/1 10-20 10 
Тоже 0.1 10 
Полиметакрилат 0,03 10 11 
\Мезсап Апоп Силикагель 
Тоже 
Тоже : 
[Мезса АлюгуВ-Н5 — [Тоже Е р Е 
Е ВИТ 








Изготовитель: 1 - Вюбопйк МИззепзсвайНсве Сегие СшЬН., Маниаь Сегтапу; О!опех 
Согроганоп, биппууае, СА, О$А: 3 - Институт химии Акад. наук Эстонии, Таллинн; 
4 - Пиегасбой СБеписа5, Моигиат \Мем, СА, ЗА; 5 — Магсрегеу-Мазе|, Оёгеп, Сегтапу; 
6 - МТанлан, Гас., 7 - Нап оп, Вепо, МУ, 9$А; 8 - Институт геохимии и аналитической хи- 
мии РАН, Москва, Россия; 9 - Тоуо бо4а Мапшасвлитв Со., ТоКуо, Ларап; 10 - берагаНоп Сгочр, 
Незрена, СА, ОЗА; 11 - Мег, Оу оЁ МИПроге, МИ ога, МА, ОЗА; 12 — Мезсап пзыитеп 
пс. Запа Сага, СА, ЗА; 13 - Ри РопЕ 4е Метоиг$ ап4 Со. [пс., МИнитеюп, Реазмаге, 0ЗА. 


Анионообменный слой на поверхности зерна сорбента может быть закреплен также 
путем химического взаимодействия соответствующих ионогенных групп с инертным 
ядром. Такой способ синтеза анионообменников также используется достаточно ши- 
роко [63, 65]. Инертную основу анионообменников составляют смолы ХАО-1, ХАО-2 
и ХАР-4 фирмы Ром энд Хаас (Германия). Эти смолы представляют собой сополиме- 
ры стирола и дивинилбензола с высокой плотностью поперечных связей. Они имеют 
макросетчатую структуру и сохраняют ее даже после дегидратации. Наиболее эффек- 
тивные сорбенты для ионной хроматографии были получены на основе смолы ХАП-1. 
Ее превращают в анионообменник путем хлорметилирования и последующего амини- 

нами. 
ня ионной хроматографии (табл. 6.3) представляют собой сор- 
бенты поверхностно-пористого типа. Как и анионообменники, их получают на основе 


полимерной матрицы или силикагеля. 
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Таблица 6.3. Катионообменники для ионной хроматографии 







































































Наименование Основа Обменная емкость, |Размер Изгото- 
вюоноп ВТУ КА в Стирол-дивинилбензол ме экв./г тим мкм отель 
Оюпех Са#оп Стирол-дивинилбензол 10,03 20-30 2 
Оюпех НР!С-С$ Полимер га 13 2 
Мис!еозй $А-10 [| Силикагель 1,0 [10 5 
[Рагизй 10 $СХ Тоже [0.01 10 6 
| Т5К-бе1 'С-Саноп_ _ | Поливиниловый полимер 0,013 аа 9 
\удас 401 ТР Силикагель - 10 10 
| Мудас 1С 400 Тоже — о 10 
\Мудас СХ то же 0,1 20-44 10 
\/айег$ {С-РАК СаНоп | Стирол-дивинилбензол ]- 10 | 
[Мезсап СаНоп Тоже - 12 
\Мезсап Саноп/Н$ ое оже - - 12 
Прах $СХ Силикагель 0,005 15-37 13 

















Примечание: * См. табл. 6.2. 


Катионообменники на основе полимерной матрицы готовят обработкой полимер- 
ных частиц концентрированной серной кислотой. В результате на поверхности частиц 
образуется тонкий слой сульфогрупн. Обменная емкость катионообменника связана с 
толщиной этого слоя и зависит от типа смолы, диаметра частиц, температуры и вре- 
мени нагревания с серной кислотой. Методика получения таких сорбентов описана в 
первой статье по ионной хроматографии [66]. Длина диффузионного пути в поверх- 
ностно-пористом катионообменнике низкой емкости меньше, чем в обычной катио- 
нообменной смоле, так как инертное гидрофобное ядро сорбента ограничивает доступ 
катионов в его объем. Это приводит к ускорению массообмена катионов и, следова- 
тельно, к повышению эффективности разделения. Кроме того, благодаря жесткости яд- 
ра частицы сорбента подвергаются меньшему сжатию. Поэтому с такими катионооб- 
менниками можно работать при больших давлениях, и, соответственно, при больших 
скоростях. потока, чем с обычными смолами. Катионообменники низкой емкости на 
основе полимерной матрицы устойчивы при РН=1-14 и практически не набухают. Ка- 
тионообменники на основе силикагеля получают сульфированием в мягких условиях 
поверхностно-пористых силикагелей. Эти сорбенты обладают всеми достоинствами, 
свойственными катионообменникам на основе полимерной матрицы. Однако они ус- 
тойчивы только при РН 2-8, что ограничивает область их применения. 
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6.8. Подвижные фазы в высокоэффективной жидкостной 
хроматографии 


Процессы жидкостной хроматографии отличаются тем, что в них имеет место ак- 
тивное взаимодействие подвижной жидкой фазы как с неподвижной фазой (адсорбен- 
том), так и с веществами, подвергаемыми хроматографическому разделению. 

Подвижная фаза в жидкостных хроматографических системах выполняет Двоякую 
функцию. С одной стороны, она служит для перемещения десорбированных молекул 
по колонке. С этой точки зрения представляются наиболее важными физические свойс- 
тва подвижной фазы, такие как ее вязкость или летучесть и др. С другой стороны, под- 
вижная фаза в жидкостной хроматографии играет активную, химическую по существу 
роль. Молекулы подвижной фазы взаимодействуют с другими компонентами системы: 

молекулами разделяемых веществ и молекулами неподвижной фазы. Фактически конс- 
танты сорбционного равновесия в системе определяются характером подвижной фазы 
ничуть не менее, чем характером сорбента. Более того, во многих случаях компоненты 
подвижной фазы способны к прочной сорбции, что приводит к образованию на повер- 
хности сорбента слоя адсорбированных молекул, существенно изменяющего свойства 
неподвижной фазы. Поэтому вторая, и более важная, функция подвижной фазы - это 
регулирование констант равновесия и величин удерживания. Возможности регулиро- 
вания удерживания с помощью подвижной фазы необычайно широки. Нередко заме- 
ной одного растворителя другим можно изменить коэффициент емкости в 1000-10000 
раз! Однако для практической хроматографии пригоден лишь довольно узкий диапа- 
зон величин К - примерно между 1 и 20. Слишком малые значения К непригодны, так 
как в этой области резко возрастает вероятность взаимного перекрывания пиков. На- 
оборот, при слишком больших константах сорбции К разделение требует значительно- 
го времени. К тому же увеличивается риск не обнаружить более прочно сорбирующи- 


еся компоненты смеси. Таким образом, для решения каждой конкретной задачи состав 
подвижной фазы должен быть тщательно подобран сточкиз 
ческих свойств ее компонентов. 


Современный хроматограф представляет собой весьма чувствительный комплекс 
механических, оптических, электрических и химических систем, 
та во многом зависит от свойств и качества используемых раст 
подвижной фазе механических примесей отрицательно сказыва: 
вызывая нечеткую работу клапанов и способствуя износу плунжеров и уплотнений. 
Твердые частицы, накапливаясь на фильтре у входа в колонку, приводят к постепенно- 
му увеличению ее сопротивления, плохой воспроизводимости рабочего давления либо 
времен удерживания, особенно при использовании насосов постоянного давления. По- 
этому перед использованием подвижная фаза должна быть профильтрована через кера- 
мические фильтры с размером пор около 0,5 мкм. Как правило, повторная фильтрация 
осуществляется уже в хроматографе, при отборе растворителя из Резервуара. Надежная 
работа насоса также сильно зависит от летучести используемых растворителей. При 
резком понижении давления в цилиндре насоса при всасывании даже предварительно 
дегазированные растворители иногда образуют паровые пузыри, нарушающие надеж- 
ную работу клапанов. Этот эффект наиболее выражен у легколетучих растворителей, 
(пентан, ацетон, метиленхлорид, диэтиловый эфир). Кроме того, подвижные фазы, со- 
держащие эти вещества, могут изменять свой состав в процессе их использования из- 
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и его надежная рабо- 
ворителей. Наличие в 
ется на работе насоса, 
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за испарения, что ЗрИВОЗиг к невоспроизводимости величин удерживания. В связи с 
этим в а работе следует избегать растворителей, кипящих при температуре 
ниже 60° С.С другой стороны, для менее летучих растворителей характерна более вы- 
сокая вязкость, что отрицательно отражается на эффективности разделения и вынуж- 
дает использовать большие давления для достижения желаемой скорости разделения. 
Предельно допустимая вязкость подвижной фазы зависит от размера частиц сорбента 
и качества заполнения колонки. В качестве ориентира можно указать величину 1,5 СП. 
При такой вязкости и линейной скорости подвижной фазы около 0,4 см/сек давление 
на входе хорошо заполненной колонки не должно превышать 200 кг/см?. Если все же об- 
стоятельства вынуждают использовать более вязкие подвижные фазы, колонку следует 
термостатировать при повышенной температуре (например, при 60° С). Определенные 
требования к растворителям предъявляет и используемый метод детектирования. При 
использовании детекторов, основанных на поглощении света, подвижная фаза должна 
быть прозрачной в избранной спектральной области. Число растворителей, прозрач- 
ных для УФ-излучения вплоть до 190-220 нм, довольно велико. Однако в каждом кон- 
кретном случае этот показатель определяется не столько физическими свойствами ос- 
новного вещества, сколько содержанием примесей, поглощающих свет в УФ-диапазоне. 
Так как содержание таких примесей часто не нормируется даже для растворителей ква- 
лификации «химически чистый», рекомендуется применять растворители специаль- 
ных квалификаций «для жидкостной хроматографии» или «для спектроскопии». При 
отсутствии готовых растворителей необходимого качества их можно очистить в лабо- 
ратории с помощью методов, изложенных, например, в работах [63, 67]. 


Таблица 6.4. Свойства некоторых растворителей для ВЭЖХ 

































































































Коэффици- | Предел про- 
Температура | Плотность | Вязкость, 

Растворитель пы при 20°С сП,25°С ыы а р 

Ацетон 0,30 1,356 330 
[бетивитрия 0,34 190 

Бензол 0,88 0,60 280 

Вода 1,00 | 0,89 200 

Гексан 0,66 | 0,30 

Гептан 0,68 [0,40 

Дибутиловый эфир 0,77 [0,64 

Диметилформамид. 0,94 [0,80 

Диоксан [1,20 

Дихлорэтан 

Диэтиловый эфир 

Изооктан 

Изопропиловый эфир 
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Пропанол-2 82 0,79 __| 159 и 1,384 |205 
Тетрагидрофуран 66 0,89 __| 0,46 1,405 212 
Толуол 110 0,87 0,55 1,494 285 
Триэтиламин 89 0,73 0,36 и 1,398 = 
Уксусная кислота 118 1,05 1,10 1,370 230 
И 
Хлороформ 61 1,49 0,53 ее 1,443 -|245 
Циклогексан 81 078 _ [0,90 1,423 200 
Четыреххлористый углерод |77 1,60 0,90 1,457 ы 265 
Этанол 78 0,79 1,08 1,359 210 
= и = - 
Этилацетат НИ 0,90 0,43 1,370 |256 
Этиленгликоль [82 1,10 1,05 1,431 [210 








Чувствительность рефрактометрического детектора зависит от разности коэффи- 
циентов преломления подвижной фазы и анализируемых соединений. На этом осно- 
вании для большинства случаев можно рекомендовать подвижные фазы с минималь- 
ными величинами коэффициентов преломления. Характеристики растворителей, 
наиболее важные с хроматографической точки зрения, приведены в табл. 6.4. 

Растворители, применяемые в ВЭЖХ, Различаются по прочности сорбции и по силе 
взаимодействия с разделяемыми веществами. Одни из них способны смыть с колонки 
лишь слабосвязанные сорбаты, другие - вызывают десорбцию почти любых молекул. 
Ясно, что состояние равновесия в системе в конечном итоге определяется балансом 
межмолекулярных взаимодействий. В частности, молекулы подвижной фазы могут вза- 
имодействовать с молекулами разделяемых веществ. Образующиеся ассоциаты, даже и 
очень нестойкие, почти неизбежно имеют сродство к сорбенту, отличающееся от сродс- 
тва неассоциированных молекул. В результате ассоциации сорбция может стать менее 
или более прочной. С другой стороны, молекулы подвижной фазы могут конкурировать 
на поверхности сорбента с молекулами разделяемых соединений, вытесняя последние с 
активных центров и способствуя смещению равновесия в сторону десорбции. 


В жидкостной хроматографии наиболее важны дисперсионное и диполь-диполь- 
ное межмолекулярные взаимодействия, 


ческой системы, которые способствуют десорбци 
быстрому перемещению хроматографических зон. 
Для выполнения транспортной функции в подвижной 
кости, достаточно хорошо растворяющие компоненты пр 
довольно широк. Однако поиск растворителей подходя 
осуществляться только методом проб и ошибок. Мног 
метода ВЭЖХ, обогащения его возможностей достигаю 
подвижных фаз смесей растворителей. Принцип состав 
ходимо взять два индивидуальных растворителя: один с заведомо недостаточной элюи- 
рующей силой, другой - с заведомо избыточной. Из этих двух основных растворителей 
можно приготовить смеси, которые будут обладать подходящей элюирующей силой. 


Фазе пригодны любые жид- 
обы. Выбор таких жидкостей 
щей элюирующей силы может 
ократного увеличения гибкости 
Т за счет применения в качестве 
ления таких смесей прост. Необ- 
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В соответствии со сложившейся практикой при описании состава подвижных фаз, 
состоящих из двух растворителей Аи Б, концентрация растворителя Б выражается в 
объемных долях и далее обозначается как С (%). Символом С. в необходимых случаях 
обозначается мольная концентрация третьего растворителя В. 

Элюирующая сила растворителя является э 


› Что на данном сорбенте данному сорбату со- 
ответствует приемлемое значение К. В то же время ясно, что для разделения двух соеди- 


нений подойдет не каждая из подвижных фаз, обладающих необходимой элюирующей 
силой. Часто на хроматограммах отдельные пары пиков имеют недостаточное разделе- 
ние. В таких случаях говорят, что селективность системы недостаточна. Селективность 
системы, в которой используется данная неподвижная фаза, в первую очередь опреде- 
ляется селективностью используемой подвижной фазы, ее способностью к специфи- 
ческим взаимодействиям с сорбатами, обладающими определенными особенностями 
молекулярного строения. Характер элюирующей силы данного растворителя или смеси 
растворителей по отношению к сорбатам различного строения может быть различным. 
Селективность, как и элюирующая сила бинарной подвижной фазы, определяется пре- 
жде всего природой ее более полярного компонента. 

Описанный подход к подбору состава подвижных фаз для ВЭЖХ в настоящее время 
общепринят. В состав почти любой подвижной фазы входит компонент, сорбционно 
менее активный, выполняющий преимущественно транспортную функцию, и компо- 
нент, сорбционно активный, служащий для регулирования равновесия. В соответствии 
со сложившейся практикой растворители первого рода обозначают буквой А, а раство- 
рители второго рода - буквой Б. Естественно, роль одного и того же компонента в раз- 
личных подвижных фазах и в зависимости от характера неподвижной фазы различна. 
Например, в подвижной фазе гексан-хлороформ последнее соединение выступает в ка- 
честве растворителя Б, а в системе хлороформ-метанол - как растворитель А. 

С целью повышения селективности разделения часто используют подвижные фа- 
зы более сложного состава, чем бинарные смеси А+Б: например, А+Б,+Б, или даже 
АБ, +Б,+Б,. Во многих случаях это приводит к улучшению разделения, хотя, судя по 
опубликованным в литературе методикам разделения, применение трех-или четырех- 
компонентных подвижных фаз редко бывает оправдано, особенно если разделяемая 
смесь не слишком сложна. Необходимость использования, например, трехкомпонент- 
ного элюента может возникнуть лишь при анализе трехкомпонентных и более сложных 
смесей. ь. 

Приведенная общая тактика выбора состава подвижной фазы непосредственно 
применима лишь в простейших случаях, в отсутствие затруднений, связанных с осо- 
бым химическим характером разделяемых веществ. При изучении высокополярных 
ионогенных соединений зачастую не удается найти рее Везения 
этим простейшим способом, так как для них характерна в раЗОВЫВЗТЬ сим 
метрические, аномально уширенные хроматографические зоны. Устранить ряд неже- 
лательных явлений, а также изменить в нужном направлении свойства применяемо- 
го сорбента можно с помощью специфических модификаторов - добавок, вводимых 
в подвижную фазу в небольших количествах (0,01-2%) с целью изменения термоди- 
намических характеристик процесса. Действие модификаторов может быть связано с 
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различными физико-химическими процессами. Они могут блокировать Наиболее су. 
бционно активные центры неподвижной фазы, повышая тем самым ее химическую од. 
нородность. В других случаях модификатор может ри для подавления и. 
низации сорбата, что обычно приводит к улучшению формы пика. 
При использовании современных высокоэффективных колонок для анализа смесей 
не слишком сложного состава обычно требуется только один органический модифи- 
катор. Выбор его определяется в первую очередь его физическими свойствами, стои- 
мостью, доступностью, а иногда и личным вкусом экспериментатора. При этом выбор 
состава подвижной фазы сводится (если решен вопрос о необходимости специфичес- 
ких модификаторов) к выбору оптимальной концентрации органического раствори. 
теля. Однако по мере усложнения анализируемой смеси нарастает вероятность того, что 
коэффициенты емкости некоторых компонентов будут слишком близки и разделить их 
не удастся даже при очень высокой эффективности применяемых колонок. В то же вре- 
мя разделение других компонентов может быть настолько хорошим, что между ними на 
хроматограмме можно было бы разместить еще несколько пиков. В таких случаях вста- 
ет вопрос об оптимизации селективности системы за счет применения других комби- 
наций растворителей. Выбор органических растворителей, отвечающих основным тре- 
бованиям обращенно-фазовой ВЭЖХ, невелик. Практически только три растворителя, 
пригодные для обращенно-фазовых разделений, обладают существенно различающей- 
ся селективностью: метанол, ацетонитрил и тетрагидрофуран. Изредка применяемый 
этанол в смысле селективности дублирует метанол, а диоксан незначительно отличается 
от тетрагидрофурана. К тому же наиболее сильные взаимодействия в обращенно-фазо- 
вой хроматографии имеют место в подвижной фазе между молекулами воды, так что 
Роль этих растворителей в обеспечении селективности вообще не столь велика, как при 
хроматографии на силикагеле. Многочисленные монографии и обзоры работ по воп- 
росам оптимизации селективности и по технике ВЭЖХ [68-74] позволяют заинтересо- 


проблемой выбора подвижной 
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лении). Время удерживания, кроме того, 
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степени зависящие от конкретных экспериментальных Условий, испо Г ей 
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тельные величины. Для этого принимают одно из веществ за станда 


тное 
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этого стандар- 
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группы различаются более, чем в десять раз, п 
выражения параметров удерживания. При это 
какое-либо соединение, а целый гомологическ 
емых веществ его относительным положением среди этих гомологов. 

мер, в га: й й . 

Так, например, зовой хроматографии за такой гомологический ряд принимают 
серию нормальных углеводородов. Удерживание каждого из них в любой хроматогра- 
фической системе обозначают индексом, численно равным умноженным на 100 числу 
атомов углерода в данном члене гомологического ряда. 

Индекс удерживания любого другого вещества определяют по следующей интерпо- 
ляционной формуле, предложенной Ковачем [75,76] 

, р 

ААА => 
т 7 
ВУ, 1- ВУ. 


п+1 


рибегают к интерполяционному способу 
м принимают за стандартное уже не одно 
ий ряди характеризуют каждое из изуча- 


При этом учитывается характерная для газовой хроматографии близкая к линейной 
зависимость логарифма исправленного объема удерживания от числа атомов углеро- 
да в молекуле членов большого числа гомологических рядов. Обычно, расхождение в 
величинах индексов удерживания одного и того же вещества в одной и той же хрома- 
тографической системе, определенных в разных лабораториях (межлабораторная вос- 
производимость) не превышает 0,2-0,5% отн. т.е. 3-5 единиц индекса (е.и.). Эти интер- 
поляционные величины принято называть Индексы Ковача. 

В жидкостной хроматографии вследствие интенсивного влияния подвижной фазы 
зависимости удерживания от молекулярного строения разделяемых соединений значи- 
тельно более сложны. Тем не менее для характеристики удерживания наркотических и 
лекарственных веществ были предложены системы индексов удерживания, в которых 
в качестве опорных гомологических рядов выбраны серии достаточно полярных со- 
единений. Большие серии данных по удерживанию наркотических и лекарственных ве- 
ществ накоплены при использовании в качестве опорного гомологического ряда серии 
нитроалканов нормального строения, В-МО, [77-79]. При этом для определения ин- 
дексов удерживания большого числа наркотических и лекарственных средств, а также 
ряда эндогенных веществ использован ряд вторичных стандартов, индексы удержива- 
ния которых были определены предварительно с максимально возможной точностью. 
Эти данные приведены в таблице 6.5, а на рис. 6.22 приведены хроматограммы смесей 
перечисленных в таблице веществ, зарегистрированные при использовании колонок 
Размером 125х4 мм с обращенно-фазовым адсорбентом Суперсфер 100ВР-18 с разме- 
ром частиц 4 мкм в условиях градиентного элюирования смесью ацетонитрила с фос- 
фатно-триэтиламмонийным буфером (25 мМ, рН 3,0) [77, 80]. Градиентное элюирова- 
ние выполняли в пределах содержания ацетонитрила в элюенте от 0 до 10% в течение 
30 мин. Далее в течение 5 мин проводили элюирование смесью вышеуказанного буфер- 


ного раствора с 10% ацетонитрила. 
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Таблица 6.5. Индексы удерживания соединений, 
используемых в качестве вторичных стандартов [79] 









































Вещества основного ‚р 

Вещества | | характера | | 
Парацетамол 234 Морфин =! 198 
| Барбитал 287 Хлороквин ы 265 
Браллобарбитал 359 Бензоилэкгонин 295 
Пентобарбитал 405 Кокаин 336 
Секобарбитал 437 Дифенилгидрамин 385 
Клобазам 484 Галоперидол 409 
Индометацин 610 Амитриптилин 446 
Прозепам 648 Тиоридазин 504 

Меклозин 601 

Амиодарон 762 


Таким образом, в работе [80] были охарактеризованы 349 соединений. В целом при 
таком подходе было показано, что межлабораторная воспроизводимость индексов 
удерживания характеризуется величинами стандартного отклонения 6,9 и 8,4 е.и. для 


кислотных и основных веществ, соответственно [81-83]. 
Показано, 


что индексы удерживания токсикологически важных веществ, извлечен- 


ных из биологических образцов, с хорошей точностью совпадают с величинами, полу- 


ченными для чистых препаратов [84, 85]. 








10 20 30 
Время, мин. 


свеличиной частиц 4 мкм, подвижная фаза — 
трация 25 ММ, рн 3.0) и ацетонитрила с градиентным эл! 
Скорость элюента 1 мл/мин, объем пробы 5-10 мкл: (а): 1 





ры ры ован- 
ная примесь; 3 — барбитал; 4 — браллобарбитал; 5 — пенто там: Пеидентки и 


зам; 8 - индометацин; 9 — прозепам; (б): 1 — морфин; 2 — хл. 
4 кокаин; 5 - дифенилгидрамин; 6 - галоперидол; 7 ам 
зин; 10 - неидентифицированная примесь; 11 — амиодарон [77]. 


юроквин; 3 — бензоилэкгонин; 
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барбитал; 6 — секобарбитал; 7 - клоба- 


итриптилин; 8 — тиоридазин; 9 - мекло- 
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Высокая разделяющая способность современного метода жидкостной хроматог- 
рафии в сочетании с высокой чувствительностью применяемых детектирующих сис- 
тем позволяет успешно решать исключительно сложные аналитические задачи. В час- 
тности, метод высокоэффективной жидкостной хроматографии может применяться 
для контроля содержания производных лизергиновой кислоты (ЛСД) в моче и в плаз- 
ме крови субъектов, употребляющих это наркотическое средство (рис. 6.22) [86]. Такой 
анализ оказывается почти невыполнимым с помощью других аналитических методов 
вследствие исключительно высокой физиологической активности этого наркотическо- 


го препарата и, как следствие, очень низких его концентраций в биологических жидкос- 
тях применяющих его наркоманов. 


Рис. 6.22. Хроматограмма смеси про- 

2 изводных лизергиновой кислоты. 

Подвижная фаза - смесь аммонийно- 

ацетатного буфера и ацетонитрила 

(3:1); УФ-детектор: 1 - метизергид; 

д 2 - диэтиламид лизергиновой кисло- 

0 5 10 15 ты (ЛСД); 3 - М-метил-М-пропиламид 
лизергиновой кислоты (ЛАМПА) [85] 


Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии успешно применяется так- 
жеи для контроля содержания анаболических препаратов в моче и плазме крови спорт- 
сменов. Пример хроматографического разделения сложной смеси анаболиков приведен 
на рис. 6.24 [56]. 

Наконец, при использовании оптически активных компонентов в составе подвиж- 
ных фаз или в качестве реагентов при подготовке сорбентов метод высокоэффектив- 
ной жидкостной хроматографии позволяет разделять оптические изомеры различных 
соединений. Эта аналитическая задача оказывается исключительно важной вследствие 
того, что разные оптические изомеры многих лекарственных и иных физиологически 

активных соединений значительно различаются по своей биологической активности, 
аво многих случаях и по характеру их фармакологического действия. Показательным 
примером может служить разделение восьми оптических изомеров противогиперто- 
нического средства имидаприла, имеющего в молекуле три асимметрических атома уг- 
лерода и следовательно имеющего 8 оптических изомеров, причем один из них ($$5- 
изомер) обладает значительно более высокой активностью, чем остальные. 
Химическая структура имидаприла выражается следующей формулой: 


соон 


* р 
/ \ са, “006; 
м ел же 
А Н С6Н5 
М 


о 


Звездочками отмечены асимметрические атомы углерода. Все восемь энантиомер- 
ых форм этого соединения были разделены в форме диастереомеров — производных 
ХИРального агент а, бромида 1- аланин-нафтиламида в условиях, указанных в подписи 
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к рис. 6.25 [89]. В ряде случаев с помощью метода высоко: 
хроматографии оказывается возможным определить содер: 
лических препаратов, присутствующих в биологических о 
тов с глюкуроновой кислотой или с иными способными к 
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Рис.6.24. Хроматограмма смеси анаболических средств. 
Колонка размером 250х4 мм; сорбент Сепарон $СХ С18 
(фирма «Томахром», США); подвижная фаза - смесь ме- 
танол-вода (87:13), скорость подачи 1 мл/мин. УФ-де- 
тектор при 254 нм: 1 - флуоксиместерон; 2 - стенолон; 

3 - туринабол; 4 - метилтестостерон; 5 -метенолон; 

6 - тестостерон; 7 - нортестостерон [56] 


Рис. 6.25. Хроматограмма смеси восьми оптических изоме- 
ровхиральныхдиастереомерныхпроизводных имидаприла, 
полученных реакцией с гидробромидом |-аланин-В-нафти- 
ламида. Колонка размером 150х4.6 мм; сорбент Зорбакс 51 
с величиной зерна 5 мкм; подвижная фаза - смесь хлоро- 
форм-метанол-этанол-диэтиламин (600:10:2:0.1), скорость 
подачи 1 мл/мин; УФ-детектирование при 254 нм [84]: 

1 — 5А$-изомер; 2 — $АВ-изомер; 3 — $$$-изомер + $$8- 


изомер; 4 - В$$- изомер; 5 - ВАВ- ;6- - , 
7-В$$-изомер [87]. ре аоиеоыег 


эффективной жидкостной 
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Рис. 6.27. Хроматограмма конъюгатов зстрогенов, полученная с подвижной фазой — смесью 7% н- 
бутанола и 93% фосфатного буфера (0.05 М) [38]. Колонка размером 150х3 мм; температура 70°С; 
неподвижная фаза: лихросорб ВР-2; УФ-детектирование при 229 нм. Обозначение пиков; 1 - 3-В- 
О-глюкуронид эстриола; 2 — З-сульфат эстриола; 3 - 17-В-О-глюкуронид эстриола; 4 - В-О-глюкуро- 
нидтестостерона; 5 - 17-В-О-глюкуронид эстрадиола-17В; 6 — 3-сульфат эквиленина; 7 -— 3-сульфат 
17а-дигидроэквнленина; 8 - 3-сульфат зстрона; 9 - 38-ОЭ-глюкуронид эстрадиола-17В. 


(рис.6.26 и 6.27) [38, 88, 90]. Пример определения морфина, присутствующего в плазме 
крови как в форме свободного соединения, так и в форме конъюгатов с глюкуроновой 
кислотой по гидроксильным группам в положениях 3 и 6, приведен на рис. 6.26 [80]. По- 


р казательный пример приведен также на рис. 6.27 [87, 88]. Приведенные данные нагляд- 

ри но демонстрируют исключительно широкие аналитические возможности метода высо- 

м коэффективной жидкостной хроматографии в анализе лекарственных, наркотических 

о и допинговых средсв. | 

ый | 
. 
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ГЛАВА 7 


ПРАКТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ 
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ 


7.1. О колонках для ВЭЖХ 


В настоящее время в контрольно-аналитических лабораториях, занимающихся про- 
блемами химико-аналитического определения наркотических и допинговых средств, ред- 
ко приходится сталкиваться с задачами самостоятельного приготовления узких фракций 
сорбентов и заполнения высокоэффективных колонок. Существует значительное число 
фирм и иных организаций, вполне удовлетворительно решающих проблемы поставки 
достаточно высококачественных колонок для ВЭЖХ, уже заполненных разнообразны- 
ми сорбентами, позволяющими успешно решать весьма широкий круг аналитических 
проблем. Поэтому в настоящей книге мы не приводим подробные описания процессов 
приготовления узких фракций адсорбентов, необходимых для ВЭЖХ, и способов за- 
полнения ими колонок. 

Приготовление колонок для ВЭЖХ с частицами сорбента размером от 3 до 12 мкм 
долго считалось труднопреодолимой проблемой. Так как при измельчении любых твер- 
дых тел резко возрастает их поверхность, мелкие частицы приобретают способность за- 
ряжаться электрически и слипаться в трудно разрушаемые комочки либо отталкиваться 
друг от друга с образованием неравномерно распределенных пустот. 

Как правило, в колонке для ВЭЖХ, заполненной традиционным методом засыпки в 
сухом виде и уплотнения постукиванием, после того как через неё пропускали раство- 
Рритель, адсорбент уплотнялся с образованием пустот в начале колонки. При этом форма 
пиков получалась неправильной, а эффективность колонки - низкой. 

Разработка суспензионных методов приготовления колонок позволила резко уве- 
личить эффективность колонок и использовать сорбенты с размером частиц 10 мкм и 
меньше. Однако суспензионный метод до сих пор отработан еще не до вы а В 
существует множество его вариантов, каждый из которых ке свои особенности. 
общем этот процесс заключается в том, что СУСНеНВИЮ адсор ен В сы й к 
творителе фильтруют через фильтр, установленный в пустой ЕЕ вЖХ По 
рядоченный слой сорбента, обеспечивающий эффективное разд р Н 
заполнении останавливают поток растворителя, дают давлению а о 
Колонку устанавливают в хроматограф и прокачивают ры рабочий растворитель 
До установления равновесия, после чего колонка готова кр тии заполнения колонок 

При всей кажущейся несложности процесса м р Е 
для ВЭЖХ при этом всегда возникает ряд вопросов. не Е Е Как лучше дис- 
тотовления суспензии? Какую концентрацию суспенз и м: 
пергировать сорбент? Какой формы и объема прим 
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Какой насос лучше использовать для подачи растворителя? Какое направление ото 
ка растворителя выбрать и какой взять растворитель? Какое давление Использовать 
сколько растворителя подавать? Сколько времени снижать давление? Как ВЫравниват, 
слой сорбента и устанавливать соединительные фитинги и фильтры? На каждый из 
этих вопросов существует ряд ответов, а выбор удачной комбинации из всех вариантов 
всегда обусловлен не только собственным опытом экспериментатора, но и определен- 
ными общими представлениями, литературными данными и, наконец, имеющимся В 
наличии оборудованием [1-3]. 

Надо также учитывать тот факт, что фирмы, производящие сорбенты и заполнен- 
ные ими колонки, не заинтересованы в разглашении своих секретов приготовления 
сорбентов и заполнения колонок. Следует с осторожностью относиться к «чудодейс- 
твенным» жидкостям для приготовления суспензий обращенно-фазовых и некоторых 
других сорбентов, составы которых не раскрываются фирмами-изготовителями. Ут- 
верждения об «универсальности» этих жидкостей для любого обращенно-фазового 
сорбента и о получении якобы гарантированно высокоэффективных колонок явля- 
ются не более чем рекламой, нередко весьма далекой от реальных результатов, кото- 


рые удается получить. Воспроизвести такие результаты обычно бывает достаточно 
затруднительно. 


7.2. Оценка качества колонок для ВЭЖХ 


Новые колонки испытывают с целью оценки их качества на модельных смесях ве- 
ществ и на стандартных растворителях. Для испытания колонок с силикагелем с приви- 
тыми фазами «нитрил» и «диол» рекомендуется применять в качестве подвижной фазы 
смесь растворителей гексан-изопропанол (100:2 по объему), 
раствора о-крезола и фенола в подходящем растворителе. 

Для испытания колонок с обращенно-фазовыми сорбентами (С, С, иС,„) рекомен- 
дуется применять смеси метанол-вода или ацетонитрил-вода (70:30 по объему) в качес- 
тве растворителей (подвижных фаз) и пробы 0,5%-ного раствора толуола и п-ксилола 
в метаноле или в ацетонитриле в качестве тестовых веществ. Если компоненты пробы 


элюируются из колонки слишком быстро (для обращенно-фазовых сорбентов с малым 


содержанием привитой неподвижной фазы), следует применять элюент с соотношени- 
ем компонентов 50:50. 


вводя пробы 0,5%-ного 


Новая колонка, как правило, содержит растворитель, испол 
полнении и отличающийся по составу от растворителя 
колонки. Поэтому новую колонку устанавливают в хРоматограф и подают подвижную 
фазу со скоростью 1 мл/мин (для колонок диаметром 4,6 мм). Время, в течение кото- 
рого устанавливается равновесие колонки с новым растворителем, определяется по 
стабильности нулевой линии прибора и по постоянной величине параметров удержи- 
вания хроматографируемых веществ. Это время обычно составляет 1-2 ч. После уста- 
новления равновесия вводят несколько раз испытательную смесь и регистрируют ее 
хроматограммы. 

При рассмотрении полученных хроматограмм обращают вним 
ченных пиков. Пики должны быть достаточно симметричными бе. 
или задних фронтов («хвостов»). Недопустимо раздвоение пико 
наличия каналов или пустот в колонке. Коэффициент асиммет 


ьзованный при ее за- 
› используемого при испытании 


ание на форму полу- 
3 размытых передних 
В — это свидетельство 
Рии пиков на 1/10 их 
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высоты должен составлять для колонок хорошего качества 0,8-1,3. Далее проверя- 
ют постоянство времен удерживания веществ на хроматограммах: постоянство этих 
величин свидетельствует об установлении равновесия в колонке. Расчет параметров 
эффективности колонки (числа теоретических тарелок и приведенной высоты, экви- 
валентной теоретической тарелке) проводят по обычным формулам. Для имеющихся 
в продаже сорбентов среднего качества при хорошо подобранной методике заполне- 
ния колонок удается получить значения приведенной высоты, эквивалентной теоре- 
тической тарелке, от 3 до 6, что соответствует числу теоретических тарелок для стан- 
дартной колонки длиной 25 см от 4 до 8 тыс. при величине зерна сорбента 10 мкм, от 
5,5 до 11 тыс. при величине зерна 7,5 мкм и от 8 до 16 тыс. для сорбента с величиной 
зерна 5 мкм [4-9]. 


7.3. Аппаратура для высокоэффективной 
жидкостной хроматографии 


Высокоэффективная жидкостная хроматография осуществляется с применением 
специальных хроматографических систем и приборов, включающих все необходимые 
для этого процесса элементы. В их число входят устройства для подготовки и подачи 
подвижной фазы (растворителей и их смесей). Эти устройства также обеспечивают 
возможность осуществления градиентного элюирования посредством изменения по 
заданной программе состава подаваемого в хроматографическую колонку элюента в 
процессе хроматографического эксперимента, что во многих случаях существенно ус- 
коряет процесс хроматографического анализа. Далее системы для высокоэффективной 
жидкостной хроматографии включают жидкостные насосы различной конструкции и 
разных принципов действия, высокоэффективные хроматографические колонки и раз- 
нообразные детектирующие системы, включающие также устройства для регистрации 
и обработки получаемых хроматограмм. Ниже коротко описаны принципы действия 
наиболее часто применяемых систем. 

Системы подготовки растворителей и создания градиентов состава подвижной 
фазы. Надежное функционирование современного жидкостного хроматографа воз- 
можно лишь в том случае, когда применяемый растворитель отвечает определенным 
требованиям. Все применяемые растворители должны обладать достаточной чистотой. 
Внастоящее время выпускаются растворители особого качества, имеющие квалифика- 
ЦИЮ «для жидкостной хроматографии». Тем не менее применяемые растворители долж- 
ны подвергаться предварительной обработке, включающей тщательное освобождение 
от взвешенных твердых частиц фильтрованием, удаление растворенных газов (дегаза- 
цию) и формирование градиента состава подвижной фазы. 

Тщательное фильтрование растворителей перед их подачей в хроматографическую 
систему является абсолютно необходимым. Возможные механические примеси могут 
нарушать работу применяемого насоса, что приведет к непостоянству скорости подвиж- 
Ной фазы. Твердые частицы могут повредить уплотнения насоса и устройства для ввода 
Проб. Кроме того, твердые частицы могут накапливаться на входном фильтре колонки, 
Что приводит к постепенному повышению ее гидравлического сопротивления. Поэтому 

ильгры являются неотъемлемым элементом в системе подачи элюента жидкостного 
Хроматографа. Обычно они выполняются из пористой нержавеющей стали и по своей 
Конструкции могут быть погружены в резервуар с растворителем на приемной трубке 
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насоса либо могут быть установлены в ином месте на линии подачи растворителя. раз. 
мер пор фильтра обычно составляет 2-5 мкм. | 

Растворитель, предназначенный для использования в высокоэффективной Жид- 
костной хроматографии, должен быть предварительно профильтрован через обычный 
стеклянный фильтр для удаления более крупных механических примесей. 

Растворенный в подвижной фазе воздух нарушает работу насосов и детекторов. 

Вакуум, возникающий в цилиндре насоса возвратно-поступательного действия в пе- 
риод всасывания может приводить к образованию воздушных пузырей, нарушающих 
нормальную работу клапанов насоса, так что фактическая скорость подачи элюента 
оказывается меньше установленного значения. Более того, в этом случае усиливается 
пульсация давления подвижной фазы на выходе насоса. При поступлении подвижной 
ЖИДКОЙ фазы из колонки, где давление высоко, в детектор, где давление близко к атмос- 
ферному, также могут возникать пузырьки газа. Постепенное накопление таких газо- 
вых пузырей в детекторе и их удаление оттуда с потоком подвижной фазы приводит к 
резкому усилению шумов детектора и к значительным искажениям нулевой линии на 
хроматограмме. 

Дегазацию растворителя можно осуществить путем резкого понижения давления в 
системе подачи элюента, как в приборе Дюпон 830, или путем выдерживания раствори- 
теля под вакуумом водоструйного насоса в отдельном сосуде с магнитной мешалкой, или 
при помещении сосуда в ультразвуковую баню. Неплохого результата можно ДОСТИЧЬ, 
пропуская через сосуд с элюентом инертный газ. Полного удаления из растворителя 
растворенных газов можно достичь путем отгонки примерно 1/3 объема подготавли- 
ваемого растворителя при атмосферном давлении или под вакуумом. Рекомендуется 
проводить дегазацию чистых растворителей до составления их смесей, так как при де- 
газации возможно изменение их состава. 

Для изменения состава подвижной фазы в ходе хроматографического опыта приме- 
няются различного типа устройства для создания градиента. При этом используют три 
основных подхода: градиент состава подвижной фазы можно создавать на стороне низ- 
кого давления (до поступления подвижной фазы в насос), на стороне высокого давления 
(после насоса) или при использовании шприцевого насоса. В первом случае формирование 
прадиента ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ с помощью специальных клапанных устройств, управляемых 
обооеонноя смо бомропроцскром иобестечивоющих подо лежит 

орме 
объемов. и а а. ооо еоеаейинй 
дельного сосуда, а относительная 
длительность импульсов соответствует желаемому соотношению скоростей подачи каж- 


дого из компонентов. Потоки разных растворителей смешиваются в специальной смеси- 
тельной камере с магнитной мешалкой. После смешения подготов ленная подвижная фаза 
поступает к насосу высокого давления. При этом рекомендуется заполнять а вуары для 
растворителей элюентами, состав которых соответствует начальномуи лее р —_ 
элюента в предполагаемом хроматографическом опыте. Так, например, если у со - 
использовать градиентное элюирование с изменением концентрации во оного 
смеси от 20 до 70% метанола, то более предпочтительно заполнить ре. дно-метанольной 
рафа водно-метанольными смесями с 20 и 70% метанола и прово; она щий 
ирование от 0 до 100% содержания второго компонента. дить градиентное элю- 
Если градиент формируется на стороне высокого давления, то х 
иметь два или более насоса высокого давления по числу о должен 
› используемых 
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в составе подвижной фазы. Каждый компонент смешанной подвижной фазы подается 
отдельным насосом с самостоятельным электронным или микропроцессорным управ- 
лением. Программа управления всеми насосами обеспечивает постоянную суммарную 
скорость подачи элюента в течение всего хроматографического эксперимента. В то же 
время скорость подачи каждого из компонентов смешанной подвижной фазы должна 
изменяться в соответствии с заданной программой. Поток растворителя от каждого 
насоса направляется в смесительную камеру и далее в устройство для ввода проб и в 
хроматографическую колонку. 

Самый простой, но, по-видимому, наименее точный способ создания градиента со- 
става подвижной фазы заключается в формировании градиента в цилиндре шприцево- 
то насоса. Этот способ позволяет создавать ступенчатый градиент. Порции подвижной 
фазы с последовательно изменяющимся составом помещают в цилиндр шприцевого 
насоса при его зарядке. При тщательной работе можно избежать значительного переме- 
шивания отдельных порций подвижной фазы. В рабочем цикле насоса порции подвиж- 
ной фазы со ступенчато изменяющимся составом вытесняются в колонку в обратной 
последовательности. Некоторые особенности различных систем создания градиента 
сопоставлены в табл. 7.1. 

Сопоставляя положительные и отрицательные стороны систем создания градиента 
на стороне высокого и низкого давления, можно сделать следующие заключения. Сис- 
темы высокого давления довольно просты и устойчивы в работе. Они не требуют очень 
тщательного освобождения применяемых растворителей от растворенных газов и поз- 
воляют довольно легко переходить от работы с микроколонками к работам полупрепа- 
ративного и препаративного масштаба. 


Таблица 7.1. Сравнительные характеристики систем 
для создания градиента состава подвижной фазы 


























етих 
Тип системы для ет поваержаниы Возможность Точность подде- 
формирования прадИЗНТВ В НЕЧЕЬ работы с микро- | Стоимость | ржания скорости 
градиента ивконце хроматографи- колонками подвижной фазы 
ческого опыта 
С 
истемы низкого Высокая Низкая Умеренная Высокая 
давления 
р 
Высокая при работе со 
Сист шприцевыми насосами; 
ского низкая при работе с пор- Умеренная Высокая Умеренная 
ления 
шневыми и плунжерными 
насосами 
Формирование 
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радиента в ци- Низкая Высокая Низкая Высокая 
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Устройства для смешения компонентов обычно представляют собой сосуды отно- 
‘ительно небольшого объема, снабженные магнитной мешалкой. Иногда эти устройс- 
тва дублируются. При недостаточно эффективной работе смесительного устройства в 
колонку поступает подвижная фаза с неконтролируемым, неопределенным составом, 
Что влечет за собой плохую воспроизводимость времен удерживания и значительное 


Увеличение шумов детектора. 
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При работе с микроколонками о нобоеный ыы смесители с объе мо 
0,1 мл. Попытки применять в этом случае смесители с объемом около 1,0-15 ж о 
дят к значительным искажениям профиля получаемого градиента. Это легко объя, № 
если учесть, что для нормальной работы колонки диаметром 1 мм нужно 
расход подвижной фазы около 30 мкл/мин. В этом случае растворитель в сме 
емом 1,5 мл будет полностью заменен только через 30-50 мин. 

Системы для создания давления подвижной фазы. В большинстве сов 
приборов для высокоэффективной жидкостной хроматографии скорост 
ной фазы составляют 0,1-10 мл/мин, а рабочие давления на входе в колонку 
1000 кг/см? и более. 

Для этой цели в настоящее время применяют шприцевые нагнетающие устройства, 
системы с пневматическим усилением давления и поршневые и плунжерные насосы 
возвратно-поступательного действия. 

Принцип действия шприцевых насосов ясен из их наименования. Цилиндр шпри. 
цевого насоса может иметь объем от 2,0-2,5 мл до 0,5 л и более. Его поршень продви- 
гается с помощью винтового привода с синхронным или шаговым электродвигателем, 
управляемым компьютером. Наиболее совершенные шприцевые насосы обеспечивают 
подачу растворителя со строго постоянной скоростью от 0,1 до 10 мл/мин. Давление на 
входе в колонку при этом зависит от ее гидравлического сопротивления и может из- 
меняться в диапазоне 200-300 кг/см?. Общее количество растворителя соответствует 
объему цилиндра и обычно является достаточным для проведения от одного до десяти 
хроматографических анализов. После каждой такой серии анализов необходимо вновь 
заполнять шприц новой порцией растворителя. В большинстве случаев это не вызы- 


вает серьезных затруднений в повседневной работе, за исключением тех случаев, когда 
оказываются недопустимыми значительные потери времени и затраты растворителей, 
неизбежные при частых переходах от одной подвижной фазы к другой. 

Сходными по принципу действия являются появившиеся несколько позже системы 
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насосов являются отсутствие каких-либо флуктуаций давления и скорости подаваемой 
подвижной фазы, относительно простая конструкция и высокая надежность в работе. 

Тем не менее наиболее совершенными и чаше всего применяемыми в настоящее время 
в жидкостной хроматографии являются поршневые или плунжерные насосы возврат- 
но-поступательного действия. Уже в восьмидесятые годы ХХ столетия такими насосами 
снабжались более 85% всех приборов для высокоэффективной жидкостной хроматог- 
рафии, выпускавшихся ведущими приборостроительными фирмами во всем мире. 

В этих насосах нагнетаемая жидкость заполняет цилиндр насоса в такте всасыва- 
ния и вытесняется поршнем или плунжером в линию подачи подвижной фазы в такте 
нагнетания. Возвратно-поступательное движение поршня обеспечивается с помощью 
электродвигателя и кулачкового или кривошипно-шатунного механизма. Теория таких 
насосов хорошо разработана в течение многих столетий их использования в технике и 
детально описана в курсах теоретической механики и гидравлики. В соответствии сэтой 
теорией величина объемной скорости подаваемой насосом жидкости определяется тре- 
мя факторами: диаметром поршня, амплитудой возвратно-поступательного движения 
и частотой движения поршня. 

Насосы возвратно-поступательного действия обеспечивают постоянную скорость 
потока подвижной фазы вне зависимости от изменений гидравлического сопротивле- 
ния колонки. Наибольшее давление, которое могут развивать такие насосы, составляет 
500-800 и даже 1000 кг/см?. Эта величина ограничивается только качеством уплотнений 
поршня. Такие величины давления вполне достаточны для подавляющего большинс- 
тва областей применения ВЭЖХ. Воспроизводимость объемной скорости нагнетаемой 
жидкости, в общем, также оказывается достаточно удовлетворительной. Однако при- 
нципиальным недостатком насосов возвратно-поступательного действия является то 
обстоятельство, что жидкость ими подается не непрерывным потоком, а в форме пос- 
ледовательных импульсов. Перемещение поршня насоса возвратно-поступательного 
действия с кулачковым или кривошипно-шатунным приводом пропорционально синусу 
угла поворота приводного вала. Таким образом, при первом полуобороте приводного 
вала подача растворителя сначала растет от нуля до некоторого максимального значе- 
ния и вновь падает до нуля. Во время второй половины оборота, когда новая порция 
жидкости засасывается в цилиндр насоса, подвижная фаза в хроматографическую сис- 
тему не поступает. ы 

Таким образом, одноцилиндровый возвратно-поступательный насос подает жид- 
кость в форме синусоидальных импульсов с перерывами между ними длительностью в 
половину каждого оборота приводного вала. 

Для того чтобы уменьшить это нежелательное явление, применяют двухцилинд- 
Ровые насосы, в которых каждый цилиндр работает со НОМ фаз движения на 180°. 
Это позволяет избежать полного прерывания подачи жидкой фазы в а СаСЕаНа- 
НИЯ, но не исключает периодического уменьшения потока от максимальной величины 
до нуля и нового его возрастания от нуля до максимального значения. Однако такие 
Нерегулярности потока подвижной жидкой фазы могут быть устранены с помощью 
специальных демпферных устройств различного типа. Некоторые из таких устройств 
описаны далее. 

Многочисленные усовершенствования в конструкции насосов возвратно-поступа- 
еЛЬНото действия позволили существенно уменьшить флуктуации скорости подачи 
нагнетаемой жидкой фазы, свойственные одноцилиндровым и двухцилиндровым на- 
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сосам этого типа. Так, например, применение кулачков со специально рассчитанным 
профилем позволяет снизить уровень флуктуаций скорости подачи до 3% для двухци- 
линдрового насоса и до примерно 0,2% для трехцилиндрового. В то же время насосы с 
двумя или тремя цилиндрами более дороги, более сложны в ремонте и обслуживании 
и более чувствительны к загрязнениям клапанов. 

В современных приборах для жидкостной хроматографии обычно применяют сап- 
фировые плунжеры и сапфировые шаровые клапаны, опирающиеся на тщательно об- 
работанные сапфировые седла. Этот материал вполне устойчив по отношению ко всем 
органическим жидкостям и разбавленным водным растворам, используемым в качестве 
элюентов в жидкостной хроматографии. В некоторых моделях аппаратуры используют 
также миниатюрные пластинчатые клапаны, несколько более устойчивые по отношению 
к незначительным механическим загрязнениям. 

В общем, в большинстве случаев вполне достаточно использовать для высокоэф- 
фективной жидкостной хроматографии двухцилиндровый возвратно-поступательный 
плунжерный насос с оптимизированной формой кулачков привода и с регулировани- 
ем производительности путем изменения частоты движения плунжера. Такие насосы 
вполне достаточны для получения надежных и хорошо воспроизводимых результатов 
хроматографических экспериментов. 

Демпфирующие устройства. Для того чтобы уменьшить колебания давления и на- 
рушения равномерности подачи подвижной фазы при использовании возвратно-пос- 
тупательных насосов, применяют демпфирующие устройства различного типа. Про- 
стейшими из них являются свернутые в спираль упругие трубки из нержавеющей стали 
или жесткой бронзы наподобие трубок Бурдона, применяемых в манометрах. Такие 
трубки прямоугольного (щелевидного) сечения включают параллельно или последова- 
тельно в линию подачи растворителя непосредственно после насоса и перед устройс- 
твом для ввода проб хроматографа. Часто бывает достаточно для этой цели установить 
сразу после насоса манометр с упругой трубкой достаточно большого объема, однако 
следует принять специальные меры для полного заполнения трубки такого манометра 
жидкой фазой. Во многих случаях в системах подачи подвижной жидкой фазы исполь- 
зуют упругие элементы сильфонного типа, помещенные в сосуды высокого давления, 
заполненные подвижной фазой. Сами эти упругие элементы заполняют относительно 
легко сжимаемой жидкостью (керосином, машинным маслом и др.). Кроме этого, в сов- 
ременных приборах применяют достаточно сложные и эффективные системы элект- 
ронного контроля давления и скорости подачи, управляемые микропроцессорами или 
компьютерами. 

Устройства для ввода проб. В принципе ввод проб в жидкостной хроматографии 
может осуществляться путем прокалывания эластичной мембраны иглой специаль- 
ного микрошприца. Такой способ ввода проб достаточно удобен до давлений порядка 

100 кг/см?. При более высоких давлениях часто используют способ ввода пробы с пре- 
рыванием потока подвижной фазы. В этих случаях подачу подвижной фазы приоста- 
навливают на время ввода пробы путем остановки насоса или путем перекрывания 
специального клапана. При этом избыточное давление на входе в р. а до 
нуля всего за несколько секунд, после чего открывают колонку и вводят пробу прямо 
на входной фильтр колонки с помощью микрошприца или микропипетки. Затем вновь 
закрывают колонку и возобновляют подачу подвижной фазы. Такой способ ввода проб 
можно применять до давлений порядка 800-1000 кг/см? без каких-либо о 
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нений. Однако потери времени, связанные с отвинчиванием и завинчиванием входных 

соединительных деталей колонки причиняют известные неудобства. Кроме того, при 

частом повторении этих операций довольно быстро происходит износ соответствующих 

деталей. Дополнительным недостатком такого способа ввода проб является расширение 

хроматографических пиков, особенно заметное для компонентов, слабо удерживаемых 

в колонке и быстро элюируемых из нее. 
Этим объясняется тот факт, что в современных приборах для высокоэффективной 

жидкостной хроматографии для ввода проб используют специальные крановые или | 

клапанные устройства. Обычно эти устройства снабжаются петлеобразными трубками 

известного объема. Поток подвижной фазы направляется в колонку через эту пробо- 


отборную трубку или минуя ее с помощью применяемых в этих устройствах тщательно 
выполненных шестиходовых кранов очень малого объема (рис. 7.1). 
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‚= Рис. 7.1. Дозировочный кран для ввода проб: 1 — корпус 
Вход  Подвижная Выход крана; 2 — пробка крана; 3 — дозировочная емкость 


ужи фаза (петля) 

я Крановые системы обеспечивают очень высокую воспроизводимость объема вво- 
ой димых проб. Этот объем можно изменять от 10 мкл до 10 мл путем простой замены 
р дозирующих трубок. Крановые системы хорошего качества могут устойчиво рабо- 
ий тать до давления порядка 800 кг/см?. Обычно эти устройства не требуют ремонта даже 
в". после ввода нескольких тысяч проб. В том случае, если сжатие трущихся деталей этих 


5 крановых устройств будет таким, чтобы обеспечить их устойчивую работу только до 

350-400 кг/см?, то их срок службы значительно увеличивается. В то же время такое дав- 
ление вполне достаточно для большинства хроматографических анализов. 

и) Разработаны устройства такого типа с пневматическим или электромеханическим 

И у приводом, позволяющие осуществлять автоматический ввод более 100 проб в соот- 


{ ветствии с заранее заданной программой. Обычно эти устройства способны полностью 


г р выполнить все необходимые при вводе проб операции: промывку дозирующей трубки, 
заполнение ее подлежащей анализу жидкой пробой и ввод этой пробы в хроматогра- 


я Фическую колонку. Такие системы довольно дороги и требуют квалифицированного 
обслуживания, поэтому их использование оправдано только в тех случаях, когда необ- 





ходных по своему составу. 


ходимо анализировать большое число проб, с 
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В некоторых наиболее современных хроматографах для ввода проб пользе 
дополнительный насос, управляемый компьютером и обеспечивающий ВВОД проб = 
его командам. Более подробное описание таких систем выходит за пределы задач мы 


ной книги. 

Колонки. Наиболее важным элементом любой системы для высокоэффективной 
жидкостной хроматографии являются разделяющие реак Их размеры и конструк 
ции весьма разнообразны в зависимости от той или иной конкретной модификации 
применяемого метода и от особенностей решаемой аналитической задачи. Типичные 
характеристики колонок, широко применяемых в настоящее время и имеющих перс. 
пективы применения в ближайшем будущем, приведены в табл. 7.2. В последнем стол- 
бце этой таблицы приведены также данные колонок для жидкостной хроматографии, 
применявшихся до того, как была развита концепция высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. 

В большинстве случаев колонки для высокоэффективной жидкостной хроматогра- 
фии представляют собой прямые толстостенные трубки из нержавеющей стали, стекла 
или подходящих пластмасс с винтовыми соединительными деталями на концах. Приме- 
няются также стеклянные и кварцевые капиллярные колонки диаметром 0,03-0,05 мми 
длиной от 100 мм до 40-60 м и более. Колонки заполняются подходящими адсорбентами, 
как описано выше. Внутреннюю поверхность трубок, предназначенных для изготовле- 
ния колонок для высокоэффективной жидкостной хроматографии, обычно подвергают 
специальной полировке. 

Слой адсорбента обычно удерживается в колонке с помощью специальных филь- 
трующих элементов, выполненных из пористой нержавеющей стали или из керами- 
ки с размером пор 0,45-2,0 мкм. Эти фильтры закрепляются в колонке с помощью 
винтовых соединительных деталей и имеют своим предназначением удержание слоя 
адсорбента в колонке при больших перепадах давления и предотвращение засоре- 
ния слоя адсорбента какими-либо механическими примесями. Концевые соедини- 
тельные детали колонок выполняются таким образом, чтобы воспренятствовать 


дополнительному расширению хроматографических зон при входе в колонку и при 
выходе из нее. 


Время эксплуатации колонок в жидкостной хроматографии редко превышает 
1 месяц. 


Отработанные металлические колонки редко наполняют адсорбентом повторно 
и часто предпочитают просто выбрасывать. Это, естественно, увеличивает расходы 
на проведение хроматографических работ и стоимость обслуживания ва я 
фических приборов. Для того чтобы избежать этого, часто применяют а с с 
меняемыми вкладышами, заполненными адсорбентом. Эти 


у детали, и нные 

из стекла или из подходящей пластмассы, при необходимости мог 2. > о за- 

менены, так что основные металлические колонки могут работать + в яя лее 
ительно 00. 


длительное время. Часто во избежание загрязнения основн Ииннлеение Я 
нежелательными примесями, присутствующими во вводимых п р6бционного сл 
мой подвижной фазе, перед основной колонкой устанавливают 
трубку с адсорбентом (форколонку), надежно защищающую 


Робах или в подавае- 
добавочную короткую 


основной а. т 
возможных загрязнений. дсорбент о 











Параметр Аналитические | Высокоско- Микро- | Капилляр- Препара- | Колонки для 
колонки ростные ана- | колон- | ные колонки | тивные обычной 
литические ки колонки | жидкостной 
колонки хроматогра- 
- фии 
ина колонки, мм 50-250 50 1 От 100 мм м == 
дл 50 | добом | 100-300 | 100-500 
Внутренний диа- С | 
метр, мм 3-6 3-6 1,0 | 0,03-0,05 | 10-60 10-60 
Е 
Скорость потока 
подвижной фазы, 1,5 2,5 0,1 0,01 30 0,01-1,0 
мл/мин 
:- Баас | 
авление 
на р кг/см? 50-500 100-400 |50-200 50-200 10-400 0,01-0,1 
— а 
Полная эффек- 
тивность колонки, 3-20 3—5 5-8 5-100 2-10 0,1-1,0 
тыс. теор. тар 
- 
ВЭТТ, мм 0,015 0,01 0,015 0,01 0,015 0,1-0,5 
Диаметр 
Размер частиц ад- капилляра Я с 
сорбента, мкм $0 ВЕТ ив 0,03-0,05 мм 1 313 
и менее 
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Таблица 7-2. Характеристики основных типов колонок 
для высокоэффективной жидкостной хроматографии 
























































В высокоэффективной жидкостной хроматографии находят применение также и 
капиллярные колонки. Главным фактором, определяющим расширение хроматогра- 
фических зон, в этом случае является сопротивление массопередаче в подвижной фазе 
вследствие малой величины коэффициентов диффузии в жидкости. Было показано те- 
оретически, что для получения высоких значений эффективности в жидкостной хро- 
матографии необходимо использовать капиллярные колонки диаметром меньше, чем 
50 мкм [10-12]. Поэтому в настоящее время в жидкостной хроматографии применяют 
капиллярные колонки диаметром 30-65 мкм и длиной от 20-100 см до 50-60 м. Накоп- 
ленные данные о применении капиллярных колонок в высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с большой обстоятельностью рассмотрены в монографиях [8,9]. 

Расчеты показывают, что капиллярные колонки достаточно большой длины и мало- 
го диаметра могут обеспечить в жидкостной хроматографии полную эффективность 
Разделения в несколько сотен тысяч теоретических тарелок, что намного превышает 
возможности наполненных колонок. В настоящее время в жидкостной хроматографии 
применяются стеклянные капилляры малого диаметра и гибкие кварцевые капилляры 
снаружным полиимидным покрытием. Обычно в жидкостной хроматографии исполь- 
Зуют капиллярные колонки с иммобилизованными неподвижными фазами на стенках 
или со слоями адсорбентов, также нанесенными на стенки или сформированными из 
материала самого капилляра с помощью тех или иных технологических приемов. Во 
многих случаях такие слои готовят из инертных твердых носителей с нанесенными на 
них подходящими неподвижными фазами. Процедуры, используемые для нанесения 


таких сорбционных слоев, описаны в работах [10-20]. 
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Важной характеристикой капиллярных колонок является отношение их 
к величине частиц применяемого сорбента. Нежелательно, чтобы это отно 
ло больше 10, так как в этом случае становится возможным вымывание ч 
бента потоком подвижной фазы. Эффективность колонок с внутренним 
50-70 мкм и длиной 10-65 м может достигать 70 тыс.т.т. и более. 

Применение капиллярных колонок позволяет резко сократить расход подвижной 
фазы. При использовании капиллярных колонок объемная скорость подвижной фазы 
обычно не превышает 10-30 мкл/мин. Однако становятся существенно более жесткими 
требования к устройствам для ввода проб и к детектирующим системам. Объем вво- 
димых жидких проб не должен превышать 1-3 мкл, и примерно таким же должен быть 
объем рабочих ячеек детектора. Некоторые детекторы такого типа описаны ниже. Кро- 
ме того, при этом повышаются требования ко всем линиям подачи подвижной фазы и 
к конструкции соединительных узлов хроматографа с тем, чтобы в максимальной сте- 
пени исключить возможность внеколоночного размывания хроматографических зон и 
соответствующего снижения эффективности разделения. 

При соединении нескольких хорошо заполненных мелкозернистым адсорбентом ко- 
лонок относительно небольшой длины в жидкостной хроматографии была достигнута 
очень высокая эффективность разделения. Так, например, при анализе смесей обычного 
бензола и пердейтеробензола, а также при анализе смесей диазепамов была достигнута 
эффективность до 7х10° т.т. при использовании десяти последовательно соединенных юо- 
лонок длиной 50 см каждая, заполненных силикагелем с величиной зерна 5 мкм [21,22]. 

Было показано, что при использовании капиллярных колонок диаметром 10-50 мкм 
можно достичь эффективности разделения от 1,25х106 до 5х10° т.т. [23,24]. Капиллярные 
колонки диаметром 10 мкм позволяют достигать эффективность более 50 000 т.т. при дли- 


не колонки менее 1 м [25]. Время удерживания разделяемых соединений в таких колонках 
составляет всего лишь 8-10 сек и даже менее, 


Таким образом, рассмотренные примеры ясно демонст 
жения очень высокой эффективности разделения в ж 
ко получение такой высокой эффективности требует 
матографической системы и большого опыта экспер; 
этим фактом можно объяснить то обстоятельство, что в настоящее время подавляющее 
большинство анализов с помощью метода жидкостной хроматографии выполняется с 
использованием коммерчески доступных приборов, в которых применяются колонки 
длиной 3-25 см и диаметром 2-6 мм. Такие колонки позволяют получить эффективность 
разделения до 3-20 тыс. т.т. что во многих случаях оказывается вполне достаточным. 

Детекторы для высокоэффективной жидкостной хроматографии. Применяемыев 
современной жидкостной хроматографии детекторы должны обеспечить регистрацию 
изменений некоторых свойств подвижной фазы, покидающей хроматографическую 
колонку, связанных с элюированием из колонки разделенных компонентов анализируе- 
мой пробы. Такими свойствами могут быть оптические характеристики в УФ-, ИК- или 
видимом спектральном диапазоне, показатель преломления, флуоресцентные свойства, 
электропроводность, диэлектрическая проницаемость, способность к окислению или 
восстановлению и др. 

Детекторы для жидкостной хроматографии могут быть разделены 
универсальные и селективные. Детекторы первой категории могут ре 
личие в элюате любых веществ, кроме компонентов подвижной фазы, 
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Глава 7. Практические аспекты ВЭЖХ 





кналичию или отсутствию у них каких-либо специфических индиви 
Такие детекторы находят широкое применение в синтетической о 
в нефтехимии, биохимии, фармации, медицине и др. 


ктивные детекторы сп 
Селе ‚зави _: особны регистрировать элюирование из колонки веществ, 
< нт ь к Я 
интересующ р атора и обладающих какими-либо специфическими свойс- 
авнению с < > 

твами по ср другими компонентами, присутствующими в элюате. К этой ка- 
тегории относятся, например, флуоресцентные и электрохимические детекторы. Эти 
детекторы итироко используются при анализе следовых компонентов фармацевтических 
препаратов, наркотиков или биогенных аминов в биологических пробах и в объектах 
окружающей среды. 

Детекторы, применяемые в настоящее время в жидкостной хроматографии, конечно, 
не обладают всеми характеристиками идеального детектора. Набор детекторов, доступ- 
ных в жидкостной хроматографии, дает возможность выполнять много интересных и 
важных определений. Ассортимент доступных детекторов непрерывно пополняется по 
мере появления новых разработок. 

Каждый детектор характеризуется уровнем собственных шумов, который может 
различаться по крайней мере на один порядок величины для детекторов, работающих 
на основе одних и тех же принципов, но произведенных разными производителями. 
Второй очень важной характеристикой любого детектора является величина дрейфа 
его сигнала (то есть дрейф нулевой линии). Этот параметр определяют как смещение 
нулевой линии за определенный промежуток времени при отсутствии каких-либо элю- 
ируемых из колонки веществ (за 1 час или 1 сутки и т.п.). Этот параметр также может 
различаться на один порядок величины и более у детекторов одного типа, но выпущен- 
ных разными производителями. 

Для успешного использования того или иного детектора весьма важен такой показа- 
тель, как собственный объем рабочей ячейки детектора. Этот объем не должен превы- 
шать 0,1 объема элюента, в котором элюируется из колонки первый пик, представляющий 
интерес с точки зрения выполняемого анализа. Это весьма существенно в случае быстро 
протекающих анализов, выполняемых на колонках длиной 3-5 см, заполненных адсор- 
бентом с величиной зерна 3-5 мкм. Крометого, этот показатель весьма важен при работе 
с колонками малого диаметра (1 мми менее) и с капиллярными колонками. Во многих 
случаях, когда хроматографическое разделение выполняется на капиллярной колонке или 
на наполненной колонке малого диаметра порядка 25-50 мкм, ячейкой детектора служит 
участок кварцевого или стеклянного капилляра. При этом кварцевые капилляры на дли- 

не 3-5 мм освобождают от лакового внешнего покрытия, преКохранахтанва крыл от 
атмосферных влияний. Часто первые пики в высокоэффективной мае еды 
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средсти 
Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых средств 


Наиболее важные типы детекторов, применяемых в настоящее время в высоко. 
фективной жидкостной хроматографии, кратко охарактеризованы ниже [26,27] 

Фотометрический детектор, работающий в УФ- и видимом спектральном диапа. 
зоне. Проточные фотометры, работающие в УФ-диапазоне, в ЯВЛЯЮТСЯ в 
настоящее время наиболее распространенными детектирующими устройствами, при. 
меняемыми в жидкостной хроматографии. Это связано с их относительно небольшой 
стоимостью в сочетании с высокой чувствительностью и надежностью в работе, Эти 
детекторы могут проработать более 6000 часов. С другой стороны, этим детекторам 
присуща относительно малая чувствительность к флуктуациям температуры, скорости 
подвижной фазы и изменениям ее состава. Принципиальная схема простейшего фото- 
метрического детектора представлена на рис. 7.2. 


<Я 0 > 


Рис. 7.2. Принципиальная схема УФ-фотометрического детектора: 1 - фотоприемники; 
2 - рабочая кювета; 3 - оптические фильтры; 4 - ртутная лампа; 5 —- сравнительная кювета 


Поток элюента протекает через рабочую ячейку, а через сравнительную ячейку на- 
правляется поток чистой подвижной фазы. Источником УФ-света служит ртутная лам- 
па высокого или среднего давления, дающая интенсивное УФ-излучение в спектраль- 
ных линиях линейчатого спектра. Свет с нужной длиной волны выделяется с помощью 
подходящих оптических фильтров. Ртутные лампы низкого давления излучают более 
90% световой энергии в спектральной линии с длиной волны 254 нм, что позволяет 
отказаться от использования оптических фильтров. В ряде случаев в фотометрическом 
детекторе используют излучение с длиной волны 280 нм, возбуждаемое с помощью 
подходящих люминесцентных экранов. Во многих конструкциях фотометрических 
детекторов такое излучение используют во вспомогательном канале детектирования, 
облегчающем идентификацию неизвестных соединений. Имеются и другие лампы, в 
сочетании с подходящими оптическими фильтрами излучающие УФ-свет с другими 
длинами волн (206, 214, 229, 280, 313, 334 и 365 нм). Такие лампы могут бесперебойно 
работать от 500-600 до 6000 часов. 

Многие органические вещества интенсивно поглощают УФ-излучение с длиной вол- 
ны 254 нм. К ним относятся все ароматические и многие тетероциклические соединения, 
карбонильные соединения и многие другие. Таких соединений много среди контроли- 
руемых наркотических и допинговых средств. Для детектирования таких соединений 
применение простых, недорогих и надежных фотометрических детекторов вполне оп- 
равдано. Чувствительность этих детекторов достаточно высока, 
чительны. Ячейки этих детекторов могут иметь собственный объем от 0,2-2 мкл для 
работы с микроколонками до 10 мкл и более для проведения более  Руцвомаситабных 
препаративных разделений. Все эти обстоятельства сделали фотометрические детекторы 
одними из наиболее часто применяемых в высокоэффективной жидкостной хроматог- 
рафии в настоящее время. 
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Наиболее совершенные УФ-детекторы содержат набо 


образующих так называемую диодную матрицу или диодную линейку. УФ-излучение 
снепрерывным спектром (например, излучение дейтериевой лампы) после выхода из 
рабочей ячейки детектора разделяется на отдельные лучи стой или иной длиной волны, 
каждый из которых направляется на свой отдельный фотодиод. Таким образом, по-су- 
ществу, фиксируется УФ-спектр каждого вещества, элюируемого из хроматографической 
колонки. В наиболее совершенных современных хроматографах используются диодные 
линейки, содержащие 32, 64, 128 и более (до 500-600) фотодиодов. 

Всочетании с многоканальными усилителями или с компьютерами такие детекторы 
позволяют одновременно регистрировать целый набор хроматограмм, зафиксированных 
в разных длинах волн. УФ-детектор с диодной матрицей представляет собой наиболь- 
шее из известных приближение к универсальному детектору, позволяющему получить 
очень большой объем информации о качественном и количественном составе анали- 
зируемой смеси в результате всего лишь одного хроматографического эксперимента. 
Такие детекторы довольно дороги, однако они оказываются исключительно полезными 
при анализе смесей, сложных по своему составу. Можно ожидать, что в ближайшем бу- 
дущем сфера их использования в жидкостной хроматографии будет все более и более 
расширяться [26, 27]. 

Спектрофотометрические детекторы. Эти детекторы более сложны по устрой- 
ству, чем фотометрические. Их детальное описание можно найти в специальных руко- 
водствах по спектральному анализу и по жидкостной хроматографии. Эти детекторы 
могут регистрировать изменения интенсивности поглощения УФ-излучения в диапа- 
зоне длин волн от 190 до 360 нм и видимого света в спектральной области выше 360 нм. 
Этот диапазон охватывает почти все органические соединения, являющиеся объектами 
хроматографического анализа и разделения. 

Спектрофотометрические детекторы разной конструкции различаются по их спект- 
ральному диапазону, уровню шумов и скорости дрейфа. Время работы ультрафиолетовых 
ламп, являющихся наиболее важными компонентами таких детекторов, к сожалению, от- 
носительно невелико и составляет 300-500 ч и лишь в редких случаях достигает 700 ч. 

В зависимости от выбранной длины волны спектрофотометр может работать как 
универсальный или селективный детектор. Так, при работе на длине волны 190 нм этот 
Детектор позволяет регистрировать сахара, жиры, простые и сложные эфиры, синтети- 
ческие поверхностно-активные вещества, полиэтиленгликоли и др. Все эти соединения 
почти не поглощают УФ-излучение с длиной волны более 210 нм. Таким образом, при 
работе в данном спектральном диапазоне этот детектор функционирует как универ- 
‘альное детектирующее устройство. В диапазоне больших длин волн тот же детектор 

позволяя регистрировать вещества, поглощающие УФ-из- 
характеристичных для соединений 


р подходящих ф отодиодов, 


Работает как селективный, 
Лучение в определенных спектральных диапазонах, 
“теми или иными особенностями молекулярной структуры. Г 
Многие спектрофотометрические детекторы позволяют записывать полный спектр 
Раствора элюируемого из колонки вещества в подвижной фазе при прерывании ее по- 
Тока на время снятия спектра или даже в процессе ее движения. Полученные спектры 
В0 многих случаях позволяют идентифицировать многие неизвестные компоненты ана- 
Лизируемых смесей, хотя в целом идентификационные возможности спектрофотомет- 
Рического детектора считаются не слишком высокими. Тем не менее полученная таким 
Путем информация позволяет вывести определенные заключения о числе компонен- 
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тов в составе зарегистрированного пика, выявить присутствие тех или иных примесей 
оценить чистоту изучаемых соединений, установить длину ВОЛНЫ, СоОТВетствующу 
максимуму поглощения света для данного конкретного вещества и, наконец, иденти, 
фицировать пики на хроматограмме. 

Наиболее совершенные спектрофотометрические детекторы, управляемые компьк. 
тером, позволяют автоматически изменять по заданной программе рабочую длину вол. 
ны в процессе хроматографического опыта по мере выхода из колонки различных ком. 
понентов изучаемой пробы. Таким образом обеспечивается максимально возможная 
чувствительность детектирования каждого из компонентов изучаемой пробы, пред. 
ставляющего интерес. 

Следует отметить, что использование спектрофотометра, работающего на длине 
волны 190 нм в качестве универсального детектора, затрудняется очень ограниченным 
выбором растворителей, прозрачных в этом спектральном диапазоне. В обращенно-фа- 
зовой хроматографии при длине волны менее 200 нм можно применять только воду и 
ацетонитрил после их тщательной очистки. Такие особо чистые растворители довольно 
дороги, а очистка растворителей в лабораторных условиях достаточно затруднительна. 
Таким образом, чаще спектрофотометрические детекторы используются в жидкостной 
хроматографии как селективные регистрирующие устройства. 

Как фотометрическое, так и спектрофотометрическое детектирование может осу- 
ществляться как прямое и косвенное. Вещество, элюируемое из колонки, в первом случае 
регистрируется по увеличению поглощения света с повышением его концентрации в 
элюате, а во втором случае - по уменьшению светопоглощения, когда в результате выхо- 
да из колонки вещества, не поглощающего в данном спектральном диапазоне, в элюате 
уменьшается содержание поглощающего свет компонента подвижной фазы. 

Такой компонент может присутствовать в подвижной фазе изначально, либо мо- 
жет быть введен в подвижную фазу после колонки и перед ее поступлением в ячейку 
детектора. . 

ИК-Фурье спектрометры в качестве детекторов для высокоэффективной жидкос- 
тной хроматографии. Этот способ детектирования является одним из самых совершен- 
ных в жидкостной хроматографии. К сожалению, его использование ограничивается его 
несовместимостью с большинством растворителей, применяемых в качестве подвижных 
фаз. Тем не менее этот способ детектирования может быть использован для регистрации 
элюируемых из хроматографической колонки соединений по полосам поглощения с на- 
ибольшей мольной экстинкцией. При этом такой способ детектирования осуществля- 
ется при использовании некоторых специфических растворителей (преимущественно 
хлорированных углеводородов. Однако, если для детектирования используются полосы 
поглощения карбонильных групп или непредельных связей, оказывается возможным 
применять довольно широкий круг растворителей различной полярности ( 
до ацетонитрила). Этот детектор имеет ряд существенных п 
детектирующими системами. Если детектирование проводи 

_* С-Н, то детектор работает как универсальный, позволяя регистрировать почти 

рганические соединения. С другой стороны, этот детектор может использоваться 
как высокоселективный, позволяющий выявлять соединения, содержащие группы ато- 
мов, обеспечивающие сильное поглощение излучения в ИК-спект ее е 
(группы ОН,С=О,С=С и др.). Сигнал этого детектора почти не оной 
массы детектируемого соединения, что существенно облегчает тыр интер- 


от гексана 
реимуществ перед другими 
тся по полосам поглощения 
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претацию хроматограмм. Чувствительность этого 
рольшая часть описанных в литературе современн 
менении диодных матриц, как и в УФ-детекторах, 
вычислительными машинами. 


ее оческие детекторы. Непрерывная регистрация изменений показателя 
преломления подвижной фазы на выходе хроматографической колонки может быть осу- 
ществлена с ВИООНаО проточных рефрактометров. Это устройство, по-существу, пред- 
ставляет собой один из наиболее универсальных детекторов для жидкостной хроматогра- 
фии, известных в настоящее время. Современные проточные рефрактометры способны 
зарегистрировать наличие в подвижной фазе любого вещества, в самой малой степени 
отличающегося от подвижной фазы по величине показателя преломления. Рефрактомет- 
рический детектор может работать в сочетании слюбой подвижной фазой в очень ши- 
роком диапазоне скоростей. Этот детектор, достаточно надежный в работе, предъявляет 
неслишком высокие требования к чистоте применяемых растворителей. Он обладает до- 
статочно широким линейным динамическим диапазоном, однако его чувствительность 
относительно невысока, так что он является, по-существу, универсальным детектиру- 
ющим устройством умеренной чувствительности. При рациональном выборе раство- 
рителя предельно детектируемая концентрация вещества может составлять 5х1077 г/мл, 
что близко к чувствительности ИК-Фурье детектора. 

К сожалению, этот детектор не может применяться при проведении градиентного 
элюирования. Кроме того, при использовании этого детектора для обеспечения высокой 
чувствительности необходимо с высокой точностью поддерживать постоянную темпе- 
ратуру. Для снижения шума и дрейфа этого детектора необходимо поддерживать пос- 
тоянную температуру ячеек детектора и элюента с точностью 103—10`* град. Рефракто- 
метрический детектор чувствителен к флуктуациям скорости потока подвижной фазы, 
так что при его использовании применение эффективных демпфирующих устройств в 
системе подачи растворителей является совершенно необходимым. 

Применение рефрактометрических детекторов в аналитической практике в настоя- 
щее время ограничивается их относительно невысокой чувствительностью. 

Флуоресцентные (флуориметрические) детекторы. Эти детекторы используют спо- 
собность многих органических и неорганических соединений флуоресцировать под дейс- 
твием различных излучений. Флуоресцентные свойства, то есть способность испускать 
свет под действием УФ-излучения или видимого света, присущи многим соединениям, 
имеющим важное значение в медицине, фармации, анализе пищевых продуктов, в конт- 
Роле наркотических и допинговых средств и в анализе загрязнений окружающей среды. 
Многие лекарственные препараты, включая стероиды, витамины, красители, полицик- 
лические ароматические соединения и другие важные соединения могут определяться с 
очень высокой чувствительностью путем измерения их флюоресцентных свойств. 

Интенсивность флуоресценции веществ зависит от ее излучения, вы- 
зывающего флуоресценцию, и от квантового выхода процесса возоуждения молекул. 

сцентных детекторов применяют- 
обеспечения высокой чувствительности флуоресц 
ся достаточно мощные источники возбуждающего излучения (газоразрядные лампы 
и лазеры). Ч. флуоресцентных детекторов с лазерным возбуждением 
. Чувствительность флуор 

позволяет регистрировать присутствие некоторых флуоресцирующих соединений на 
УРовне 10-12 г и менее. Такая чувствительность на несколько порядков величины превы- 
Е ению. Некоторые современные флу- 

Шает чувствительность детекторов по светопоглощ 


детектора достигает 10-7—10-8 г/мл. 
ых ИК-детекторов основана на при- 
и работает в сочетании с электронно- 
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оресцентные детекторы позволяют по < оорраииНьи выбирать : 
волны возбуждающего и испускаемого излучения, Р 1 Пополнительны, 
возможности идентификации пиков на хроматограммах. — 

Обычно флуоресцентный детектор имеет проточную ячейку с двумя взаимно перцен. 
дикулярными оптическими каналами. Один из них служит для подвода возбуждающех 
излучения, а другой позволяет измерять интенсивность флуоресценции. 

Чувствительность флуоресцентных детекторов может уменьшаться при увеличении 
концентрации изучаемого раствора вследствие явления внутреннего тушения флуорес. 
ценции. Поэтому, в основном, флуоресцентные детекторы применяются для определения 
следовых концентраций способных к флуоресценции соединений. Линейный диапазон 
этих детекторов достаточно широк (около 10*), однако для некоторых соединений он 
может быть ограничен довольно узким диапазоном концентраций. Поэтому при исполь. 
зовании такого детектора требуется тщательное предварительное изучение его характе- 
ристик до проведения с его помощью количественных определений. При этом необхо- 
димо проверить отсутствие фоновой люминесценции и эффектов тушения излучения 
и, кроме того, провести градуировку детектора в области реальных концентраций для 
конкретных соединений, подлежащих количественному определению. 

Сигнал флуоресцентных детекторов лишь в малой степени зависит от изменений 
температуры и давления. Эти детекторы могут быть использованы в условиях гради- 


ентного элюирования при условии, что применяемые растворители не флуоресцируют 
сами и не содержат флуоресцирующих примесей. 


РР 
2 
7 





Некоторые вещества, не обладающие сами по себе способностью к флуоресценции, Эдеа 
могут быть зарегистрированы этим детектором после перевода в флуоресцирующие Уадижщих 
производные, которые могут быть получены до проведения хроматографического раз- Бы. 
деления или после него с помощью реакций с подходящим флуорогенным реагентом высокую селе 
[27, 28]. Так, например, амины и фенолы образуют флуоресцирующие производные с НЯ 5-ОКСИиН 
5-диметиламино-1-нафтилсульфохлоридом, а аминокислоты после хроматографичес- Уннов - (,5-( 
кого разделения могут быть переведены в флуоресцирующие производные реакцией с тИВНЫМ соед 
флуорескамином [29].Такие приемы позволяют существенно расширить возможности предельно об 
этого очень чувствительного и во многих случаях специфичного метода детектирова- (5-2) | 
ния на многие важные группы соединений, не обладающих собственной способностью е 
к флуоресценции. Таким образом, флуоресцентный детектор является одним из наибо- у т 
лее важных детектирующих систем в области медико-биологических исследований и а во 
контроля загрязнений окружающей среды. Ч стве 
Электрохимический детектор. Вещества, обладающие электрохимической активнос- МИ 
тью, то есть способные к электрохимическому окислению или восстановлению, могут И 
быть с успехом зарегистрированы с помощью электрохимического детектора т ПоРеН ров и 
циал электрохимического окисления или восстановления изменяется в пре рим от -0,8 инени, 
Вдо +1,2 В. Вещества, содержащие фенольные, индольные илиа льдеги ред — Аектр 
ки, способны окисляться при более низких потенциалах порядка 0) и ай ИЕ а 
важное значение для биохимии катехоламины и 5-оксииндолы также ны гений те « 
В тех же условиях, тогда как кетоны и соединения, содержащие оо —4 АУ 
ловиях восстанавливаются. ы та 
Процессы окисления и восстановления веществ связа: < 
нием электронов, что приводит к появлению малых ны. о нний - с 
усиливаются и регистрируются с помощью соответствующих лекгронных я | “ыы, ь 
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всего лишь 2-4 мм?. 
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Рис. 7.3. Конструкция электродной ячейки 

электрохимического детектора: 1- вход элюата из 

колонки; 2 — выход элюата (к электроду сравнения); 

3 - фторопластовая прокладка; 4 — рабочая камера 

ячейки; 5 — рабочий электрод; 6 — элементы корпуса 

ячейки 
Этот детектор работает в потоке водных или водно-органических подвижных фаз, 
обладающих достаточной электропроводностью (буферные растворы, водно-спирто- 
вые смеси с растворенными солями и т.п.). Электрохимический детектор проявляет 
высокую селективность при низких электродных потенциалах. Так, для детектирова- 
ния 5-оксииндолов наилучшее значение потенциала равно 0,5-0,55 В, для катехола- 
минов - 0,5-0,7 В, а для пептидов - 0,9-1,2 В. По отношению к электрохимически ак- 
тивным соединениям чувствительность электрохимических детекторов очень высока: 
предельно обнаруживаемая концентрация катехоламинов и 5-оксииндолов не превышает 
(5-20) х10-2 г вещества в пробе. Помимо двух упомянутых групп соединений, электро- 
химический детектор находит применение при определении серотонина, ацетилхолина, 
их производных и метаболитов, нейропептидов, многих других биологически активных 
и лекарственных веществ. Он также может применяться при анализе фенолов, аромати- 
ческих аминов, тиоспиртов, аскорбиновой кислоты, мочевой кислоты и многих других 
соединений в условиях электрохимического окисления. Возможно применение детек- 
торов этого типа для детектирования хинонов, нитросоединений, металлорганических 
соединений и многих других веществ. 

Электрохимический детектор очень чувствителен к чистоте применяемых подвиж- 
ных фаз. Для приготовления буферных растворов необходимо применять только очень 
Чистые соли и высокочистую воду, специально предназначенную для высокоэффектив- 
Ной жидкостной хроматографии. Рабочие электроды необходимо периодически подвер- 
тать очистке и промывать смесью воды и спирта (1:1). 

В конструкциях электрохимических детекторов применяются также рабочие ячейки 
других типов. В их числе можно упомянуть многоэлектродные, с трубчатыми электро- 
дами, ртутно-капельные и др. Описанные электрохимические детекторы по своей конс- 
Трукции, рабочим характеристикам и условиям работы сходны с кулонометрическими 
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няются в жидкостнор и и 
детекторами, хотя такие детектирующие системы применяются в жидкостной хроу,, р, ый 
тографии в настоящее время много реже. Этот детектор, применяемый р , 

Электрокондуктометрический детектор. си де" ы Рут в ый, В ОСНОВ. и и. ив 
ном, в области ионообменной и ионной жидкостной ровен афии, представи. р я 
ет собой кондуктометрическую ячейку, то есть камеру Бани объеме (менее и о 
10 мкл), с двумя электродами, изготовленными из паи зоота, нержавеющей ста. и р 
ли, титана или иного коррозионно устойчивого материала с хорошей электропровод- ри: м 
ностью. Часто электроды представляют собой просто отрезки проволоки диаметром 2 я хо 
0,3-1,0 мм и длиной 1-3 мм. Эта ячейка включена в одну из ветвей моста Уитстона, к и 
что позволяет осуществлять измерение ее электрического сопротивления. Применя- ро 
емые в настоящее время детекторы содержат соответствующие системы усиления и пн ати 
автоматической записи сигналов, а также компенсации фонового тока, который может р 6 в 
в десятки и сотни раз превышать величину полезного сигнала. С целью исключить р ых : 
влияние электролиза и образования двойного электрического слоя на показания де- пвх Фо 
тектора применяют системы электрического питания детектора переменным током, | ные систем 
Современные конструкции электрокондуктометрических детекторов обеспечивают орлов 
их довольно высокую чувствительность порядка 10-10 г/мл и достаточно широкий и дектиру 
линейный динамический диапазон (до 10°). Устойчивость в работе, простота обслу- т ра 
живания и относительно невысокая стоимость обеспечили электрокондуктометри- мелаых 
ческому детектору широкое распространение при проведении хроматографических злее ниже О) 
анализов. В ионной хроматографии этот детектор выполняет функции достаточно ПИКОВ, ПОЗВО) 

| универсального средства регистрации хроматограмм. нентов анализ: 

Более подробные сведения об аппаратуре для жидкостной хроматографии можно Методы непо‹ 


найти в монографиях [30, 31]. В настоящее время для определения наркотических и 


‘уматографиче 
допинговых средств в различных объектах находит широкое применение жидкостная Метод плания 
хроматография с масс-селективными детекторами. Имеющие особое значение в совре- чем 10 мм 
менной аналитической технике масс-спектральные методы детектирования в сочета- НОСТЬ но 

) 
нии с различными хроматографическими методами будут обсуждены подробно ниже. м 
отриже 
7.4. Количественные измерения в хроматографии О маки. 
Простейшим способом получения количественной информации является измерение ин 
высот пиков на хроматограмме. Высота пика пропорци 


Я | 
ональна наибольшей концент- Е Вены 
графической зоны из колонки. 
ко помимо количества вещества 


рации веществ в подвижной фазе при выходе хромато 
Поэтому она является мерой количества вещества. Одна 
высота пика тесно связана со скоростью испарения пробы, с характером размывания м р Прин 
зоны в колонке, длительностью пребывания пробы в колонке, т.е. с величиной време- к чу 
ни удерживания и т. п. Относительные изменения высоты пика вследствие случайных ме 
колебаний температуры и скорости подвижной фазы более чем в ы& 


ма 

с 2-3 раза превышают а о 
аналогичные изменения площади. Сообщают, что изменение температуры колонки на к Кри, 
1? С изменяет высоты пиков на 2,5-3 отн.% [32]. Поэтому использование высот пиков к ине 
для количественных определений в настоящее время ограничивается сравнительно ред- ы № 
кими случаями, когда требование быстроты анализа сочетается с возможностью подде- о й 
ржания строгого постоянства условий ввода пробы и проведения анализа. Определение аа 
состава смеси по высотам пиков используется также для ориентировочных определений у к мы 
не требующих высокой точности. у А к 
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Значительно более точные количественные данные 
твом измерения площадей хроматографических пико 
количеством вещества значительно более однозначно. 
от температуры колонки (изменяется на 0,3 отн. 
менении скорости подвижной фазы, а так 
и от времени пребывания вещества в ней. 


еделения п 
Для опр ы кеты ово состава пробы в первую очередь необходимо опре- 
ло матог 
делить площадь хр и рафических пиков. Эта величина может быть определена или 
мых измерений # 

путем пря рений, или расчетом по формулам, связывающим величины линей- 
ных элементов хроматографического пика с его площадью. Для измерения площадей 
пиков применяли непосредственное ее измерение при помощи полярного планимет- 
ра (планиметрирование) [34], определение площади посредством взвешивания выре- 
занных из бумаги пиков [35], использование механических, электромеханических и 
электронных интегрирующих устройств [36] и др. В настоящее время в большинстве 
современных хроматографических приборов имеются достаточно совершенные элек- 
тронные системы, автоматически осуществляющие расчет площадей пиков, введение 
корректирующих факторов, учитывающих индивидуальную чувствительность приме- 
няемых детектирующих систем к тем или иным компонентам анализируемой пробы и 
выполняющих расчеты количественного содержания ее отдельных компонентов. Тем 
не менее, ниже будут показаны простые приемы оценки площадей хроматографичес- 
ких пиков, позволяющие получить количественные соотношения определяемых ком- 
понентов анализируемых проб. 

Методы непосредственного измерения площади применимы независимо от формы 
хроматографических пиков, однако точность их неодинакова. 

Метод планиметрирования дает большие ошибки при определении площадей, мень- 
ших чем 100 мм?. Повторение измерений до 5-10 раз позволяет несколько повысить 
точность, но резко увеличивает длительность и трудоемкость обработки хроматограм- 
мы. Определение площадей взвешиванием вырезанных из бумаги хроматографических 
пиков сопряжено со значительными ошибками, связанными с неоднородностью тол- 
щины бумаги. Этот способ требует обязательного копирования хроматограммы, так 
как в противном случае она уничтожается. Точность обоих рассмотренных способов 
существенным образом зависит от субъективных факторов. Точность электронных 
интегрирующих устройств значительно выше, однако применение их может давать 
ошибки при наличии пиков, разделенных неполностью, а также в случаях, когда име- 
ется дрейф нулевой линии. 

Расчетные методы определения площадей пиков основаны на предположении о том, 

й или иной степенью точности аппроксими- 
Что хроматографический пик может с той и 
я аналитическое выражение площади через ос- 
Роваться кривой, допускающей простое } 
6 йной неидеальной хроматографии указывает, 
новные линейные элементы. Теория линей - 
многих случаях с высокой степенью точности 
Что контур хроматографического пика во авитр 
описывается кривой нормального распределения ау! | 
оматографического пика являются: его вы- 
Основными линейными элементами хр 
а, опущенного из точки пересечения касательных 
тк Р, то есть длина с мврыЫЙ ии пика, а, которая может быть измерена, 
ию; ; 
точках перегиба на нулевую линию; т либо иной доле высоты а, или между точ- 
например, в середине высоты, а „›На как 


могут быть получены посредс- 
в. Площадь пика определяется 
Она сравнительно мало зависит 
% на 1°С [33]), мало меняется при из- 
же мало зависит от эффективности колонки 
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ками пересечения с нулевой линией касательных в точках перегиба, а,. Точное значение 
площади пика, описанного гауссовской кривой, выражается достаточно просто: 


Величина 2,507 © в полученном выражении равна ширине пика на уровне, равном 
0,456 полной высоты. Чаще ширину пика измеряют на середине высоты, где она рав- 
на 2,3656, так что произведение высоты пика на ширину в его середине дает величину, 
несколько меньшую его истинной площади. Однако, если площадь всех пиков хрома- 
тограммы рассчитывается одинаково, то это отклонение от истинной площади также 
будет одинаково и потому не окажет влияния на точность окончательного результата, 
Более того, из изложенного следует, что при расчете соотношения площадей пиков, 
описываемых гауссовскими кривыми, можно использовать вместо точных значений 
площадей величины произведений высот пиков на значения их ширины на любой до- 
ле их полной высоты, которая, однако, должна быть одинаковой для всех пиков данной 
хроматограммы. 

В тех случаях, когда наблюдаются существенные отклонения формы пиков от про- 
порций кривой Гаусса, более точные результаты можно получить, аппроксимируя пик 
треугольником. Такой метод расчета, однако, не свободен от субъективных ошибок, свя- 
занных с неточностью проведения касательных к контуру пика. Ошибки определения 
площади пика могут быть обусловлены неточностью измерения его ширины и высоты. 
Погрешность определения этих величин связана как с погрешностью измерения, так ис 
некоторой неопределенностью в положении нулевой линии пика. При измерении очень 
узких пиков точность измерения их ширины становится весьма незначительной, соот- 
ветственно оказывается малой и точность определения площадей. Широкие и низкие 
пики затрудняют точное определение положения нулевой линии, что вносит большую 
неопределенность в положение места измерения ширины пика. При этом незначитель- 
ное изменение высоты, на которой определяется ширина пика, 


ошибкам измерения его ширины. В результате точность оп 
оказывается низкой. Показано [41], 


ределена площадь пиков, 
равное 3-5. 

В большинстве случаев точность определения площади пиков ручными способами 
находится в пределах 1-3 отн.% [42,43]. При очень тщательном выполне ий 
и строгом соблюдении постоянства условий хроматографического вии 
достичь точности 0,3-0,5 отн.% [44, 45]. оный 

В тех случаях, когда трудно избежать появления на 
очень широких и низких пиков, целесообразно испол 
[46, 47] метод расчета, основой которого является пр 
твержденная экспериментально линейная зависимос 
матографического пика от полного времени удерж 
хроматографического процесса. Отсюда следует, что площади пиков 
центного содержания компонентов анализируемой смеси могут я ах. 
порциональными им произведениями высоты на время у держивани, м”. 
единицах времени или длины диаграммной бумаги. Так как отрезки, с С щий 
величинам времени удерживания, обычно значительно превышают ам 
я ичину ширины 


приводит к серьезным 
ределения площади вновь 
что с наименьшей погрешностью может быть оп- 
имеющих отношение высоты к ширине на середине высоты, 


хроматограмме очень узких или 
ьзовать предложенный в работах 
едсказанная теоретически и под- 
ть стандартного отклонения хро- 
ивания при постоянных условиях 
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пиков, этот метод обеспечивает значительное увеличение точност 
лению, зависимость скорости размывания пиков от коэффициентов диффузии компо- 
нентов приводит к тому, что этот метод оказывается более точным, чем описанные ра- 
нее, лишь тогда, когда в анализируемой смеси присутствуют вещества, различающиеся 
по величине времени удерживания не более чем в 4-5 раз. Кроме того, точность метода 
заметно снижается при наличии колебаний температуры, скорости подвижной фазы и 
скорости движения диаграммной бумаги. 

Существенным преимуществом последнего метода расчета является возможность 
применения его для раздельного определения содержания компонентов, пики которых 
перекрываются. В этих случаях обычно применение других методов расчета невозмож- 
но, и описанный метод, называемый методом Бартлета-Смита, оказывается буквально 
неоценимым [46]. 

Последним практически важным вопросом, который необходимо здесь рассмотреть, 
является определение площади пиков, не уложившихся полностью на диаграмме. Ранее 
хроматограммы, содержащие пики, выходящие за пределы диаграммы, за исключением 
случаев анализа очень малых примесей, считались браком и переснимались повторно. 


Однако показано [48-50], что, если имеется хроматографический пик, удовлетворяющий 
уравнению кривой Гаусса 


и измерений. К сожа- 


НЕ: (7.2) 
Ив 1® 
и срезанный на высоте у, причем ширина его в месте среза а, = 2х, то, выбрав произ- 
вольное сечение а = 2х на высотеу (рис. 7.4), можно рассчитать параметры пика и его 
площадь по следующим формулам: 


(х+хе) (х-хе) 
с=0,465 \/ "РН 
1 


и 
1ей =1ву + 0,217х.2/0* (7.3) 


О'С=ж 
О'О = у 
РМ=х 
РО=у 


й5=2,365 © 


@сл-= О «/2 


Рис. 7.4. Кривая Гаусса 
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5, = 2,507 ой (73) 

Точность расчета по формулам (7.3) не зависит от высоты среза и составляет +5 
отн.% при изменении у. вплоть до 0,05 в. Еще менее зависит точность расчета от высо. 
ты произвольного нижнего сечения. 

Формулы (7.3) дают истинное значение площади срезанного пика, поэтому площади 
полностью записанных пиков той же хроматограммы следует определять как произве- 
дение величины а, „‚на высоту. Если желательно пользоваться произведениями а, },то 
коэффициент 2,507 в формуле (7.3) следует заменить на 2,365. 

В практике экспериментальной работы при определении площади срезанного пика по 
формулам (7.3) важно знать, в какой мере рассчитываемый пик отвечает форме кривой 
Гаусса. Выяснить этот вопрос можно с помощью несложного графического построения, 
одновременно позволяющего существенно повысить точность определения площади 
срезанного пика. Для этого достаточно решить второе из уравнений (7.3) относительно 
1еу и вместо х, подставить в него ширину пика а=2х. Полученное выражение 


ву 1ЮЙ - 0,0504 а2/о? (744) 


в координатах 4? и |зу есть уравнение прямой, отсекающей на оси ординат отрезок 
151 и имеющей угловой коэффициент - 0,0504/02. По этим величинам легко определить 
сир и далее площадь пика по формуле (7.3). Практически на хроматограмме отмечают 
несколько произвольных точек контура срезанного пика, измеряют их расстояние от 
нулевой линии у, ширину пика а и строят график а*-еу. Проведение прямой по методу 
наименьших квадратов, усредняющее результаты нескольких измерений, существенно 
снижает ошибку расчета. Ход построения показан на рис. 7.5. В соответствии со ска- 
занным ранее, точки ложатся на прямую и во многих случаях, когда имеет место общая 


асимметрия пика. Отклонения формы пика от гауссианы, обусловливающие большие 
ошибки в определении площади пиков. легко т лению 
> выявляются по резк. у 
[ ] Р ому искрив 


ву 





= 0,234/Свф 
$ = 2,5070 | 


1,6 
1,4 


1,2 


1,0 
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Возможность с достаточной точностью оп 
мимо значительной экономии сил и времени, 
ти повторной пересъемки хроматограмм, поз 


анализа смесей, содержащих резко различающиеся по своей концентрации компонен- 
ты, так как устраняет ошибки, связанные с неточностью масштабных коэффициентов 
и изменениями положения нулевой линии при переключении масштаба. При этом без 


снижения точности определения достигается более чем десятикратное увеличение диа- 
пазона определяемых концентраций. 


7.5. Расчет площадей хроматографических пиков 
при их неполном разделении 


Неполное разделение хроматографических зон приводит к изменению положения 
максимумов результирующей кривой и к увеличению высот перекрывающихся пи- 
ков. 

Подробный анализ этого явления, проведенный в работах [46, 51-53 и др.], привел 
кследующим результатам. 

Можно в этом случае воспользоваться вместо площадей пиков произведениями их 
высот на времена удерживания, как указано выше. Можно также вычислять вместо ис- 
тинных площадей произведения высоты на значения ширины пика при 0,75 или даже 
0,9 его полной высоты. 

Полученные величины могут быть переведены в истинные площади умножением 
на коэффициенты, равные, соответственно, 1,650 и 2,710. При этом указывается, что 
значение й, /й выбирается так, чтобы на выбранной высоте искажения формы кривой, 
вносимые соседним пиком, были невелики. Из формул (7.1) и (7.2) видно, что предло- 
женный метод является частным случаем общей пропорциональности произведения 
Ра, и площади при любой величине 0. Поэтому можно выбрать для данной хроматог- 
раммы удобную величину 9 и, сохраняя ее для всех пиков постоянной, использовать 
для количественного расчета вместо площадей произведение ра. В цитируемой работе 
приводятся данные экспериментальной проверки этого способа — ен 
щие, что точность измерений уменьшается с увеличением 6, хотя ошибки при 69=0,5 и 
9=0,75 различаются незначительно. 


Один из самых старых методов расчета пл ившихся пиков равными 
работе [54], где предложено считать площади частично раздел 


площадям фигур, получающихся при опускании п оч 
на нулевую линию (на рис. 7.6 одна из этих фигур к ме а ее В 
метода расчета довольно точно соответствуют весовому о планиметром 
метода является необходимость измерять площади ды 
Или другим методом непосредственного а ают перпендикуляры из их мак- 
Часто при расчете перекрывающихся пиков опуск военной площади его внешней, 
симумов и считают, что площадь каждого и ве Се пиков точность этого 
не затронутой перекрыванием части. При ховоь 


Метода не хуже, чем у более сложных. 
Все перечисленные способы расчета, 
Матографическим пикам, достаточно точ 


ощадей неразделившихся пиков изложен в 


относятся к симметричным хро- 


правило 
годы р щим уравнению нормальной 


но удовлетворяю 
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Рис. 7.6. Определение площадей неполностью 
разделенных пиков 





кривой. Площади перекрывающихся несимметричных пиков могут быть рассчитаны 
с использованием описанных методов только при отсутствии «хвостов» и при условии 
весьма незначительной асимметрии. В общем случае расчет перекрывающихся несим- 
метричных пиков сложен и точность получающихся результатов незначительна. 

Особым случаем расчета неразделившихся пиков является определение площади 
малого пика примеси, находящегося на пологом заднем фронте большого пика основ- 
ного компонента, т. е. на его «хвосте» (рис. 7.7). В ряде работ [35, 55-57] показано, что 
в этом случае наиболее точные результаты получаются при непосредственном измере- 
нии площади малого пика, считая нулевой линией для него продолжение контура ос- 
новного пика. 

Ввиду того, что контур большего пика основного компонента в пределах меньше- 
го можно приближенно считать прямой линией, этот случай тесно связан с проблемой 
определения площади пика, записанного при наличии значительного дрейфа, т.е. име- 
ющего наклонную нулевую линию (рис. 7.7). В обоих случаях можно считать, что рас- 
сматриваемый пик является кривой Гаусса, записанной в косоугольной системе коор- 
динат. Не вдаваясь в подробности, укажем, что в этом случае нас интересует та площадь 
пика, которую он имел бы в прямоугольных координатах, т.е. в отсутствие дрейфа или в 
отсутствие пика преобладающего компонента. Эта площадь равна произведению изме- 


ренной на хроматограмме высоты пика на проекцию его средней линии на направление, 
перпендикулярное высоте, как показано на рис. 7.7. 






Циклогексанол 


Сигнал, мв. 





Рис. 7.7. а- Пик примеси на пологом заднем фронте («Хвост 


б- опре = а основного 
ределение площади пика при наличии дрейфа нулевого ыы иного вещества; 
хроматогр, ‘ 
афа 
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7.6. Расчет состава смесей по хроматограммам 


7.6.1. Метод внутренней нормализации 
При наличии идеального детектора, 
свойств анализируемого вещества, а толь 


количестве вещества, введенного в хром 
полагая, что исследуемая смесь не содер: 
месей, мы могли бы считать общую пл 
количеству введенной в хроматограф 


Величину процентного содержания, определенную таким образом, будем в даль- 
нейшем называть хроматографическим процентом, Сам метод расчета, при котором 
суммарную площадь всех пиков хроматограммы ставят в соответствие полному коли- 
честву анализируемой смеси, т. е. принимают за 100%, называют методом внутренней 
нормализации. Естественно, что вместо точных значений площадей пиков могут быть 
использованы любые величины, им пропорциональные: произведение высоты пика на 
его ширину в середине высоты или на любой другой, постоянной для всех пиков хро- 
матограммы, доле высоты. С равным успехом могут быть применены величины произ- 
ведения высоты на время удерживания компонентов. 

Метод внутренней нормализации является наиболее широко распространенным 
методом количественной обработки хроматограмм, однако для получения достаточно 
точных и объективных данных необходимо учитывать некоторые осложняющие об- 
стоятельства. Как правило, сигнал любого детектора в значительной степени зависит от 
индивидуальных свойств компонентов анализируемой смеси. Это может служить при- 
чиной весьма значительных расхождений между величинами истинных (весовых или 
мольных) и найденных хроматографически концентраций. Для получения достоверных 
результатов площадь пика, соответствующего определенному компоненту, приходится 
умножать на экспериментально или теоретически найденные множители, называемые 
традуировочными коэффициентами. Величина их зависит от свойств вещества, спосо- 
ба детектирования, а также от конструкции детектора. Часто величину градуировочных 
коэффициентов можно связать со значением какого-либо физического или химическо- 
то свойства вещества (теплота сгорания, молекулярная масса, показатель преломления, 

коэффициент поглощения в УФ-свете и др.). В других случаях такой простой связи про- 


следить не удается. Произведение площадей пиков и градуировочных коэффициентов 


дает величины приведенных площадей, которые и могут использоваться для внутрен- 


ней нормализации. 
В а случаев в пределах линейного диапазона детектора градуировочные 


коэффициенты остаются для данного вещества постоянными. В отдельных, к ее 

Довольно редких случаях градуировочные коэффициенты разли а а 
В 

динице (например, в газовой хроматографии при дает 5-24 орон ее тех 

по теплопроводности в токе гелия или водорода, Е | 

другие газы, теплопроводностью, см. ниже). 


ана определениегра дуировочных коэффициентов может нь 
ом, что в хроматогра 
ся двум ыы новин способами: Первый из них заключается в том, хр Р: 
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вводят точно известные количества определяемых веществ и находят Зависимость ПЛО 
щади получающегося пика от абсолютного количества введенного в КОЛОНКУ веще ства 
Такой способ называется методом абсолютной градуировки. Чаще применяется Другой 
способ определения относительных градуировочных коэффициентов. [ Радуировочны й 
коэффициент может быть определен как величина, показывающая, во сколько раз нуж. 
но изменить записанную площадь пика, чтобы ее доля в площади всей хРоматограммы 
точно соответствовала истинному содержанию компонента в пробе. Для бинарной сме. 
си определяемого вещества со стандартным, т. е. таким, для которого относительный 
градуировочный коэффициент принят за единицу, можно написать: 


_ ©5100 |. 
— Юя . 


тде С, - истинное содержание определяемого компонента в бинарной смеси; К -от- 
носительный градуировочный коэффициент; $, и 5, - площади пиков анализируемого 
и стандартного веществ. Решая уравнение (7.5) относительно К, получим: 
К; С:5я 
ет 
(100-С;) $; (7.6) 


т 


Для бинарной смеси величина (100 - С) равна истинному содержанию стандартного 
соединения. Отношение концентраций определяемого и стандартного соединений не 
изменится, если вместо Си С, = (100 - С.) мы подставим концентрации этих компо- 
нентов в многокомпонентной смеси. Если учесть, что отношение площадей $, /5, равно 
отношению долей площади соответствующих пиков на хроматограмме, т. е. отноше- 
нию хроматографических процентов, то для К, можно получить выражение, удобное в 
практической работе: 


Ря С; 
к С; РЕ: (7.7) 


где СиР - соответственно, истинные и хр 
мого и стандартного веществ. Отсюда следует, 
дуировочных коэффициентов веществ достат. 
веществом, причем состав смеси должен быт 
незначительные ошибки при составлении сме 
эффициент, так как ошибка изменяет одновр: и знаменатель выра- 
жения (7.7). Так, при составлении смесей жидкостей с температурой кипения до 200°С 
авторам удалось достичь воспроизводимых результатов только тогда, когда компоненты 
вводили чистым медицинским шприцем во взвешенный сосуд, закрытый резиновой 


пробкой, закрепленной проволокой. Все взвешивания выполнялись на аналитических 
весах. При этом удалось добиться точности определени. 


тов порядка 2 отн.%[58]. В тех случаях, когда это возмо: 





ивать максимально возможную 
точность их определения. 
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ческие проценты в мольную или массов 
мольным (К‚) или массовым (К). Эти коэфф 


соотношением: ициенты связаны между собой простым 
Мя 
“КЕ: 
1 (7.8) 
деМ им, 


= молекулярные массы определяемого и стандартного веществ. 
7.6.2. Метод абсолютной градуировки 
Метод внутренней нормализации, давая достат 


› применяемые в других случаях. Естественно, что при 
этих условиях пик основного компонента чаще всего не может быть записан на диаграм- 


ме полностью. Кроме того, искажение формы пика, связанное с перегрузкой колонки, 
затрудняет определение его площади расчетными методами и не позволяет воспользо- 
ваться методом нормализации. В таких случаях прибегают к абсолютной градуировке 
прибора, т. е. путем последовательного ввода в хроматограф различных, точно изме- 
ренных количеств изучаемого компонента определяют прямую связь между площадью 
(или высотой) получающегося пика и количеством вводимого вещества. Для получе- 
ния высококачественных результатов необходима максимальная аккуратность в рабо- 
те.К проведению хроматографического процесса также предъявляются очень высокие 
требования. Полученные данные позволяют построить график количество вещества - 
площадь пика (или его высота), который и используется в дальнейших расчетах [56-60]. 
Часто градуировочные графики оказываются близки к прямым, что позволяет легко оп- 
ределить градуировочные коэффициенты. В отличие от безразмерных относительных 
градуировочных коэффициентов, величины, полученные при абсолютной калибровке, 
имеют размерность мг/см? или мкг/см?. После этого процентное содержание примеси 
может быть определено по формуле: 


с-к 5 100% (9) 


где $ - количество смеси, взятое для анализа. При ее ВК о 
дуировочные коэффициенты меняются в зависимости от ре ня резво: зы 
получения хроматограммы. Это требует соблюдения вече: о ой 
ности условий хроматографического процесса Ренн сеет 
изучаемой смеси. Так, изменение температуры на 1 орон на точность результа- 
В 2% отн. [55] 1 Детальное изучение ВЛИЯНИЯ различных 


е принято в работе [61]. 
йг овки, пред 
тов, полученных методом абсолютно дети трудоемким из всех способов 


й яется 

Метод абсолютной градуировки ЕЕ мм, однако только он позволяет получать 

количественной интерпретации хром : мацию. По этой причине 
абсолютную, а и наиболее объективную информак : 

> 
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методом абсолютной градуировки пользуются для проверки других способов Количес. 
твенной обработки хроматограмм. ь 

При решении практических вопросов большую часть сведений, даваемых методи 
абсолютной градуировки, можно получить с помощью метода внутреннего стандарт, 
значительно менее трудоемкого. В медико-биологических и токсикологических исследо. 
ваниях метод абсолютной градуировки оказывается незаменимым лишь в редких слу. 
чаях. К ним может относиться, например, определение малых концентраций веществ в 
сочетании с нерегистрируемыми детектором компонентами. Может потребовать або. 
лютной градуировки прибора и большая быстрота изучаемого процесса, не оставляю. 
щая времени для составления искусственных смесей. 





7.6.3. Метод внутреннего стандарта 

Метод внутреннего стандарта до настоящего времени является одним из наиболее 
удобных методов получения количественной информации как в хроматографии, таки 
во многих другиханалитических методах. В хроматографии этот метод стали применять 
с 1954 г. [62]. Этот метод заключается в том, что в исследуемую смесь добавляют точно 
известное количество вещества - стандарта. Площадь пика этого вещества сравнивают 
с площадями других пиков и считают, что эти площади пропорциональны содержанию 
в смеси отдельных компонентов. Метод с успехом применяется при обычном хрома- 
тографическом анализе, а также при анализе микропримесей [63, 64]. Добавляемое к 
исходной смеси вещество (внутренний стандарт) должно отсутствовать в анализируе- 
мой пробе, быть вполнеустойчивым в применяемых условиях хроматографии, обладать 
достаточной чистотой и хорошо разделяться в условиях хроматографического опыта 
со всеми компонентами изучаемой смеси. Однако нежелательно, чтобы пик внутренне- 
го стандарта имел время удерживания значительно меньшее или много большее, чем 


изучаемые компоненты смеси. Расчет содержания в смеси того или другого компонента 
проводится следующим образом: 


К: $: 


С: = = Кх100% (7.10) 


где К, и К, - поправочные коэффициенты определяемого компонента и стандартного 
соединения, учитывающие особенности применяемого детектора и характер вещества; 
5, и 5, - площади соответствующих пиков; К - отношение масс внутреннего стандартаи 
анализируемой смеси. Для высот пиков может применяться такое же выражение. Градуи- 
ровочные коэффициенты рассчитываются теми или иными методами или определяются 
анализом смесей известного состава, как описано выше. Приведенная формула пригод- 
на для определения как очень малых, так и значительных концентраций. Если вместо 
корректированной площади одного компонента подставить сумму корректированных 
площадей всех пиков, записанных на хроматограмме, и полученную величину вычесть 
из 100%, то можно определить суммарное содержание в исходной смеси веществ, не ре- 
гистрирующихся на хроматограмме вследствие очень больших удерживаемых ей 
разложения или отсутствия сигнала детектора: 


с.= (1-52 в)1009 
о р аь (7.11) 





Здесь 5; - 
икоторый д 
токомпонен 
полученные 
мой смеси. 
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Таким образом, с применением внутреннего стан 
содержание в анализируемой смеси смол, солей и д 
мых применяемым детектором. 

В качестве внутреннего стандарта можно применить такж 
сутствующих в анализируемой смеси. В этом случае записыв 
смеси - до и после добавления станда 


понентов по формуле: 


парта можно определять, например, 


е одно из веществ, при- 
ают две хроматограммы 
рта и вычисляют содержание определяемых ком- 


ры К:$г 
`` 2 (-5:55) ©%100% (7.12) 
если определяется содержание любого компонента, кроме того, который был добавлен. 
Здесь К; и 5, - градуировочный коэффициент и площадь пика определяемого компонен- 
таза К, и 5, - градуировочный коэффициент и площадь пика того компонента, который 
был добавлен к смеси в качестве стандарта. Если при использовании метода внутренне- 
го стандарта нужно определить содержание того же компонента, который добавляют в 
смесь, то можно использовать следующую формулу: 
риа $791" 

а НЕК Вх100% (7.13) 

Здесь 5, - площадь пика того компонента, содержание которого нужно определить 
и который добавлялся к смеси в качестве стандарта; 5, - площадь пика любого друго- 
го компонента анализируемой смеси. Одним и двумя штрихами обозначены площади, 
полученные до и после добавки стандарта; К - отношение масс добавки и анализируе- 
мой смеси. 

В том случае, когда анализируется многокомпонентная смесь с широким интерва- 
лом температур кипения, целесообразно применить два или три внутренних стандарта. 
Применяя такой метод, определяли десятые доли процента бензола, толуола и стирола 
в этилбензоле с точностью до 1-2 отн.%. Аналогичные результаты были получены при 
анализе смесей акролеина и продуктов его димеризации [65, 66]. В отличие от метода 
абсолютной градуировки метод внутреннего стандарта при расчете по площади пика 
относительно мало чувствителен к изменению параметров хроматографического экс- 
перимента. В тех случаях, когда анализ смеси, основные компоненты которой известны, 
носит эпизодический характер и проведение работы по определению градуировочных 
коэффициентов нецелесообразно, можно для количественного анализа применить сле- 
дующий метод. Определив из хроматограммы содержание главных компонентов анали- 
зируемой смеси, по полученным данным изаналитически чистых пер ка 
искусственную смесь того же состава. Если при ее анализе содержание отдельных ком- 


понентов не будет соответствовать содержанию их в исходной смеси, Е ее 
Смесь с увеличенным или уменьшенным содержанием этих веществ. роб 
вие состава исходной и искусственной 


Достаточно, чтобы получить полное соответст 


Состав искусственной смеси считают ре" опре еб 
личес 
Ри изложенных метода решения вопросов ко 


которые встречаются в практике 
анализируемых смесей охватывают почти все случаи, р 


Хроматографического анализа. 
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ГЛАВА 8 
ТОНКОСЛОЙНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ В АНАЛИЗЕ 
НАРКОТИЧЕСКИХ И ДОПИНГОВЫХ СРЕДСТВ 


Жидкости могут течь в открытых каналах (лотки, желоба и т.п.). В пористых или во- 
локнистых средах жидкости могут достаточно энергично распространяться за счет ка- 
пиллярного всасывания (впитывания) без применения каких-либо побудителей потока 
(насосов, нагнетательных сосудов и т.п.). Эти две отличительные особенности жидких 
сред сделали возможным возникновение и развитие планарной (плоскостной) хрома- 
тографии, осуществляемой в открьгтых плоских слоях целлюлозы (бумажная хрома- 
тография) либо порошкообразных или органических сорбентов (тонкослойная хрома- 
тография). 

Преимуществами этих методов являются высокая производительность по числу 
одновременно анализируемых проб, простота исполнения, достаточная для многих 
случаев применения разделяющая способность и, наконец, возможность визуализации 
хроматографических зон (полос или пятен) бесцветных разделенных веществ путем 
обработки бумажного листа или тонкослойной пластинки разнообразными жидкими 
или газообразными реагентами (серная кислота, азотная кислота, растворы хлоридов 
сурьмы, пары брома и иода, аммиак, хлор и др.). 

Техника обычной планарной хроматографии как на бумаге, так и на тонкослойных 
пластинах, включая выполнение самих разделений анализируемых веществ, проявле- 
ние хроматограмм и их последующую обработку (визуализацию), достаточно подробно 
описаны в большом числе монографий [1-10] и оригинальных статей [см., например, 

11-22]. 

В своей простейшей форме планарная хроматография легко осуществляется при 
использовании промокательной (фильтровальной) бумаги для удаления черниль- 
ной кляксы. На бумаге при этом возникает чернильное ры окруженномаветтаы 
водным кольцом. Это явление представляет собойиростеннаиоту анты оз - 
рафического еления с использованием бумаги (целлюлозы) в качестве непод- 

разд 


вижной фазы. 
Вцелях анализа или разделения смес 


достаточной длины. Вблизи одного из конц 
пробу в ре или полоски по возможности небольших рик: Иде чеки 
бумажной полосы опускают в жидкую подвижную вен тт ее 
был ниже исходного пятна нанесенной пробы. Под еее от рт 
кая подвижная фаза начинает подниматься по бумажной ое а 
Компоненты разделяемой пробы, которые продвигаются 


‘бответствии сих адсорбционной способностью. 


и веществ обычно используют бумажную полосу 
ов этой полосы помещают анализируемую 
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Процесс прекращают, когда верхняя граница ранит ест фазой сти 5. 7 
мажной полоски немного не достигает ее верхнего края. ие умажную поло с выс, де 
шивают и изучают расположение на ней пятен разделенных компонентов. Такой процес. р. о 
называется бумажной хроматографией в «восходящем варианте». В тех случаях, Когда . д 
в качестве подвижной фазы применяют легколетучие органические Растворители и и 
их водные растворы, для того чтобы предотвратить изменение ее состава Вследствие и ео 
испарения этих компонентов, процесс хроматографии проводят в замкнутом сосуде, о 
называемом хроматографической камерой (рис. 8.1). 


1 2 3 





Рис. 8.1. Восходящая бумажная 
хроматография: 1и2-в цилиндрических 
сосудах; 3 - в конической колбе 


Рис. 8.2. Восходящая бумажная 
хроматография в пробирке 





При эпизодических анализах или, наоборот, при необходимости выполнять очень 6 
большое число анализов оказывается весьма удобным очень экономичный вариант вос- 


ходящей хроматографии на узких полосках бумаги в пробирке в качестве миниатюрной 
хроматографической камеры (рис. 8.2). 


{ 
Внаправлении сверху-вниз под действием силы тяжести жидкости просачиваются зна- р 
чительно быстрее, чем поднимаются вверх под действием только капиллярных сил. Поэ- 
тому нисходящий вариант (рис. 8.3) бумажной хроматографии оказывается существенно ` 





1 2 3 
3 
аа Рис. 8.4. Горизонтальная бумажная 
(подвижной фазы); 2— ве я хроматография; 1 - камера; 2 — полиэтиленовые 
дате " дящая бумажная — или Фторопластовые стержни, поддерживающие 
Е - о в сосуде (камере) подходящего лист хроматографической бумаги; 
ан, т ны „эрастворитель (подвижная фаза); 4 — лист 
х й Е 

лотка с подвижной фазой роматографической бумаги; 5 — линия нанесения 


проб; 6 — линия фронта растворителя в конце 
хроматографического опыта 





более быстрым, чем в 
(рис. 8.5) варианты бумажной 








\ Глава 8. Тонкослойная хроматография 
\ фии применяли чехословацкие исследователи 
к, \ лоидов растения Каиуорща гезегрёпа. 


й из этих сп й 
Кажды особов бумажной хроматографии имеет свою специфическую 
область применения, свои достоинства и недостатки 


“к ры ных ыы можно наблюдать невооруженным глазом. Пятна мно- 
т тановя 
\ тся видимыми при опрыскивании или смачивании 


] полученной хроматограммы различными реактивами 
> 

аммиаком, сероводородом, парами иода, брома и других веществ, а также при облуче- 

нии ультрафиолетовым светом. При этом достигается исключительно высокая чувст- 


вительность определения: уверенно регистрируются пятна, содержащие 10-1?-10-15 г 
вещества. 


Хайс и Мацек при изучении состава алка- 


при обработке хроматограмм 


Рис. 8.5. Круговая хроматография на бумаге: 

1 - крышка хроматографической камеры; 2 -— лист 
хроматографической бумаги; 3 — хроматографическая 
камера (чашка Петри подходящего размера); 





Ра 4 - подвижная фаза (растворитель); 
в мы 5 - фитиль для подачи подвижной фазы; 
6 - окружность, на которую наносятся пробы, 
подлежащие разделению; 7 - линия фронта 
ОН растворителя в конце хроматографического опыта 
НЫЙ И 
ГВ МИНА 


Рис. 8.6. Бумажная хроматография на свернутой 

в рулон полоске бумаги: 1 - хроматографическая 

камера; 2 - полоска хроматографической бумаги; 

3 - рифленая полоса из полиэтиленового или 

фторопластового листа; 4 - отрезок стеклянной 

палочки, удерживающий конец бумажной полоски в 

резервуаре для растворителя (подвижной фазы); 

5 — подвижная фаза (растворитель); 6 — линия 

нанесения проб (линия старта); 7 - линия фронта 

подвижной фазы в конце хроматографического опыта 
Важным преимуществом планарной хроматографии вообще и бумажной хрома- 

тографии в частности является возможность легкого осуществления двумерного про- 

цесса. В этом случае пятно исходной смеси наносят вблизи одного из углов квадратно- 

го листа бумаги и получают первичную хроматограмму. Затем поворачивают лист на 

90° и проводят хроматографический процесс в перпендикулярном направлении (час- 

то с другим составом подвижной фазы). При этом каждое пятно первичной хромато- 

граммы разделяется на несколько пятен составляющих его компонентов. Это позволя- 

ет детально исследовать состав весьма сложных по составу смесей, например, таких как 


ганизмов, экстракты сложного 
тидролизаты белков, культуральные жидкости микроор » Р 


состава и т.п. (рис. 8.7). 
История, области применения, 





техника и методика, достоинства и недостатки метода 


бумажной хроматографии подробно освещены в целом ряле оригинальных работ, моно- 
графий и библиографических сборников [1,2 11 ивент ще 52 
бооанни ка бумаги и специфические ‘особенности ее волокнистой структуры, 


поверхностью и потоком подвижной 
затрудняющие массообмен между сорбирующей повер: 


ективности хроматографического 
аз ляют достичь аточно высокой эфф 
то о —. Даже при использовании полос и листов бу- 


Разделения с применением этого материала. 
ной эффективности аз- 
маги длиной до 1 м экспериментаторам удавалось добиться реаль Р: 
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деления, не превышающей 1-1,5 тыс.теор. тарелок (тт). Хотя Вей ные не В полной 
мере применима к обычным процессам планарной хроматогр - дствие сложного 
характера движения подвижной фазы под действием только прет рных сил, величины 
чисел теоретических тарелок, рассчитанные по обычным формулам, удут использоваться 
в этой главе для ориентировочной характеристики возможностей разделения веществ с 
помощью методов планарной хроматографии. 

Несмотря на ограниченную эффективность достигаемого разделения, метод бумажной 
хроматографии оказался исключительно плодотворным в биохимии, фармации, медици- 
не, в криминалистике и в целом ряде других смежных областей науки и технологии. 








Рис. 8.7. Хроматографическое разделение методом двумерной хроматографии на тонких слоях 
порошка целлюлозы модельной смеси аминокислот (а) и гидролизата желатина (6). В первом 
направлении подвижная фаза — смесь изопропанол-муравьиная кислота-вода (20:1:5); во втором 
направлении подвижная фаза — смесь трет.бутанол-метилэтилкетон-0.88М аммиак-вода (5:3:1:1): 
1 - лейцин; 2 - изолейцин; 3 — фенилаланин; 4 - валин; 5 — метионин; 6 — триптофан; 

7 - 2-аминомасляная кислота; 8 — тирозин; 9 - а-аланин; 10 — пролин; 11 - глутаминовая кислота; 
12 - аспарагиновая кислота; 13 — оксипролин; 14 — треонин; 15 - глицин; 16 — серин; 17 - глутамин; 
18 - аргинин; 19 - таурин; 20 — лизин; 21 - орнитин; 22 - гистидин; 23 - цистин; 24 — цистеин; 


25 - оксилизин 

Более универсальным и эффективным оказался метод тонкослойной хроматографии, 
осуществляемый в тонких слоях порошкообразных неорганических и органических 
адсорбентов (диоксида кремния, силикагеля, оксида алюминия, талька, крахмала, поли- 
амидного порошка и др.), нанесенных на стеклянные, металлические или пластиковые 
пластины-подложки в виде свободного незакрепленного слоя порошка с частицами 
размером 25-50 мкм или закрепленного монолитного слоя, частицы которого прочно 
скреплены между собой ис применяемой подложкой с помощью подходящего связую- 
щего (гипса, крахмала, жидкого стекла и др.). 

Как и бумажная хроматография, процесс тонкослойной хроматографии может осу- 
ществляться в восходящем, нисходящем или плоскостном вариантах. Однако при работе 
с пластинками с незакрепленными слоями и нисходящий и восходящий варианты осу- 
ществляются только при небольших углах наклона пластинок к горизонтали (рис. 8.8). 

: Осознанное применение тонкослойной хроматографии для целей анализа впервые 
ее проведено в 1938 г. российскими исследователями Т.А. Измайловым и М.С. Шрай- 
трико 

ды Великой Отечес- 
твенной войны, однако приобрело довольно интенсивный характер после публикаций 
весьма обстоятельных работ Шталя [3, 14] и Кирхнера [4]. 
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Рис. 8.8. Тонкослойная хроматография на 
незакрепленных слоях сорбента: 

а - восходящий вариант; б — нисходящий вариант; 
1 - хроматографическая камера; 2 - подвижная 
фаза (растворитель); 3 - хроматографическая 
пластинка; 4 - незакрепленный слой адсорбента; 
5 - уровень погружения пластинки в растворитель; 
6 — линия нанесения проб (линия старта); 

7 - линия фронта растворителя в конце 
хроматографического опыта; 8 - пластинка с 
пористым слоем для подачи подвижной фазы 





Теория, методика, техника и многообразные области применения тонкослойной хро- 
матографии подробно рассмотрены в многочисленных оригинальных работах и моно- 
трафиях, из которых здесь могут быть упомянуты лишь немногие [5-9, 16-21]. Однако 
в течение достаточно длительного времени эффективность разделения, достигаемого 
с помощью этого метода, оказывалась относительно небольшой и не превышающей 
2-3 тыс. теор. тарелок. Однако доступность методов планарной хроматографии, широ- 
кий круг решаемых с ее помощью аналитических задач, и, главное, возможность одно- 
временного анализа от 10 до 50 проб на одном листе хроматографической бумаги или на 
одной тонкослойной хроматографической пластинке обеспечили этой группе методов 
очень широкое распространение. 

В 70-80-е годы ХХ столетия были разработаны приемы, позволившие значительно 
увеличить эффективность тонкослойной хроматографии. При этом оказалось возмож- 
ным обеспечить разделение за один цикл анализа до 30-40 компонентов анализируе- 
мых смесей за время порядка 10 мин. При этом величины анализируемых проб могут 
составлять нанограммовые количества (1-10 нг),а предельно определяемые количества 
отдельных компонентов могут составлять фемтограммовые величины (107 г). 

В целом, эффективность усовершенствованных модификаций тонкослойной хрома- 
тографии более чем на один порядок величины превысила значения, характерные для ее 
классических вариантов. Это дало возможность говорить о формировании, по существу, 
нового аналитического метода - высокоэффективной тонкослойной хроматографии [26]. 
Создание этого нового метода явилось результатом ряда усовершенствований, логически 
вытекающих из общих положений теории высокоэффективной хроматографии. 

Наиболее важными из этих усовершенствований явились следующие: 

а) применение адсорбентов с оптимальными характеристиками, аналогичными тре- 
бованиям высокоэффективной колоночной жидкостной Е рафии (малый 
размер зерна порядка 3-5 мкм; однородность размеров зерен (разброс размеров не 
более 10% отн.), низкое сопротивление массопередаче, тщательное кондициониро- 
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165 











ое е с с х средств 
Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых ср. 


6) улучшенные способы нанесения проб, обеспечивающие очень малые значения на. 
чальной ширины хроматографических зон (пятен); 

в) усовершенствованные способы подвода элюента, исключающие неравномерности 
его продвижения в слое сорбента; 

г) применение усовершенствованного оборудования для получения хроматограмм и 


их количественной обработки. 

В целом, все эти усовершенствования были с достаточной полнотой обоснованы 
теоретическим анализом процессов тонкослойной хроматографии, подробно рассмот- 
ренным в книге Гейтса [10]. Новые тонкослойные пластинки для высокоэффективной 
хроматографии были разработаны Эйзенбейсом и Халпаапом [27-31]. Блом одним из 
первых применил весьма действенный вариант круговой тонкослойной хроматографии 
[29]. Ионхен и Хезел существенно усовершенствовали системы нанесения проб и подачи 
подвижной фазы [30,31] ‚что обеспечило значительное улучшение воспроизводимости 
обсуждаемого метода. 

Ниже основные особенности метода высокоэффективной тонкослойной хроматог- 
рафии рассмотрены более подробно. 


8.1. Подготовка сорбентов и приготовление тонкослойных 
хроматографических пластинок 


Рассмотренные в главе 6 приемы, направленные на увеличение эффективности раз- 
деления в колоночной хроматографии, включали использование адсорбентов с величи- 
ной зерен 2-5 мкм при малом разбросе их размеров и близкой к сферической их форме 
[32-41]. 

Такие же подходы были в той или иной степени использованы и в тонкослойной 
хроматографии. Целый ряд фирм приступил к производству пластинок для высокоэф- 
фективной тонкослойной хроматографии (ВТСХ), отличающихся следующими осо- 
бенностями: 

- применение мелкозернистых адсорбентов со средним диаметром зерна 5-10 мкм и 
менее вместо 40-100 мкм; 

— использование фракций мелкозернистых адсорбентов с узким распределением раз- 
меров частиц (не более 10% отн. вместо 100% отн.и более) и часто с частицами сфе- 
рической формы (рис. 6.5); 

— применение более равномерных слоев с меньшей, чем ранее, толщиной (0,1-0,2 мм 
вместо 0,5-0,7 мм и более), закрепленных на подложке с помощью разнообразных 
закрепляющих агентов (гипса, крахмала и др.) [42-44]. 

В результате этих усовершенствований величины высоты, эквивалентной теорети- 
ческой тарелке, уменьшились от 100 мкм и более до значений 15-20 мкм, так что уже 
при длине пробега фронта подвижной фазы всего 40-50 мм общая эффективность раз- 
деления достигает 2500-3000 т.т. и более [32-35]. 

Кроме улучшения качества сорбционных слоев, большую Роль в достижении столь 
высокой эффективности сыграли усовершенствования техники нанесения проб, обес- 
печивающие малую ширину начальных хроматографических зон (менее 1мм вместо 
обычных ранее 3-6 мм). Существенным усовершенствованиям подверглись также и 
методы подвода подвижной фазы, обеспечивающие строго равномерное ее 


Распреде- 
ление по всей ширине фронта. Эти усовершенствования описаны ниже. р. 


166 





28 





Глава 8. Тонкослойная хроматография 


и допинговых средств в настоящее время чаш 
ные пластинки со боями силикагеля, выпуска 
ЦИЯми. В России для этой цели наиболее част 
производства, импортные пластинки «Сорбфил» 
атакже выпускаемые в Эстонии пластинки ВЭ 
лойной хроматографии. 


8.2. Техника нанесения проб 


Вобычных вариантах тонкослойной хроматографии пробы наносят вблизи одного из 
краев пластинки на линии старта в форме пятен округлой формы или полос, не особен- 
но заботясь об обеспечении минимальной ширины этих начальных зон. При нанесении 
проб пользуются стеклянными капиллярами подходящего размера (длина 50-80 мм, 
диаметр 0,3-1,0 мм), стеклянными пипетками и микрошприцами различных конструк- 
ций. Во всех случаях применение таких средств позволяет наносить пробы величиной 
от нескольких десятых долей микролитра до -10 мклв форме пятен диаметром 2-6 мм. 
Столь значительная начальная ширина пятен определенно затрудняет разделение близ- 
ких по свойствам соединений и не позволяет обеспечить достаточно высокую эффек- 
тивность применяемой хроматографической системы. Для обеспечения высокой эф- 
фективности разделения в тонкослойной хроматографии требуются значительно более 
точные и воспроизводимые методы и устройства для дозирования проб анализируемых 
веществ и их нанесения на сорбционные слои. 

Простейшим из таких устройств является отрезок тонкого металлического капилляра, 
длина которого меньше высоты капиллярного поднятия жидкости в нем при диаметре 
порядка 0,1-0,2 мм. Обычно для этой цели используют отрезок тонкой трубки из пла- 
тино-иридиевого сплава, нержавеющей стали или иного металла, достаточно стойкого 
к коррозии, прикрепленного в его средней части к какому-либо держателю (рис. 8.9). 
В качестве таких дозировочных капилляров могут быть использованы тонкие шпри- 
цевые иглы. Ряд фирм, специализирующихся на изготовлении химико-аналитического 
оборудования, выпускает наборы таких дозировочных капилляров различного объ- 
ема (например, 0,05; 0,100; 0,200; 0,500 мкл). Разработаны прецизионные механические 
устройства, обеспечивающие строго воспроизводимое заполнение риса 
анализируемой жидкой пробой и их опорожнение при касании слоя адсорбента за счет 
капиллярного всасывания при его увлажнении. При использовании таких устройств 
относитель отклонение в количестве нанесенных проб анализируемых 

ное стандартное 
веществ может быть меньше, чем 0,025. 

Несколько более сложными в эксплуатации, 
Ми для нанесения проб являются микрошприцы, 
хроматографии, так и в высокоэффективной коло 


но и более универсальными устройства- 
широко используемые как в газовой 
ночной жидкостной хроматографии. 
бента высокоэффективных тонкос- 
1-10 мкл имеют плоский срез их 
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а в 0 
\ =50-150 мкл 
25 100 мм 
\ = 35 мкл 
б я Е нех Рис. 8.9. Приспособления для нанесения проб 


на тонкослойные пластинки: а - платино- 


Ч \=5  ИРидиевая игла, впаянная в стеклянный капилляр; 
\ = 50 мкл в б - самозаполняющийся платино-иридиевый 
капилляр; в - самозаполняющийся платино- 
З иридиевый капилляр, впаянный в стеклянный 


держатель; г - самозаполняющийся платино- 
иридиевый капилляр, впаянный в стеклянную 
трубку, позволяющую контролировать процесс 
заполнения раствором пробы 


сч ча чвь чьчь ЗО 


0.15 


При нанесении проб вначале на пластинке намечают линию старта, на которую и на- 
носят пробы. Обычно такую линию намечают в 10-20 мм от одного из краев пластинки. 
Отмечают также и границу, которую при хроматографии должен достичь фронт под- 
вижной фазы. Как правило, такую границу намечают в 10-15 мм от противоположного 
края пластинки. Эти операции несколько затруднительно выполнить без повреждения 
слоя адсорбента на пластинках с незакрепленным слоем. На пластинках с достаточ- 
но прочными закрепленными слоями такие линии можно без особого труда провести 
мягким графитовым карандашом. Обычно пробы подлежащих хроматографическому 
анализу веществ наносят в виде разбавленных растворов в подходящем растворителе 
возможно меньшей полярности, что предотвращает чрезмерное расплывание старто- 
вого пятна. Этот растворитель должен быть возможно более летучим, чтобы после на- 
несения пробы он мог бы быстро испариться. При необходимости процесс нанесения 
пробы повторяют несколько раз, нанося раствор анализируемого вещества небольшими 
порциями, причем каждое следующее нанесение выполняют после полного испарения 
растворителя от предыдущей операции. Таким путем удается получить начальное пятно 
пробы диаметром менее 0,5 мм. 

При медленном выполнении операции нанесения проб сорбционные свойства плас- 
тинки могут измениться вследствие воздействия диоксида углерода и влаги воздуха. По- 
этому рекомендуется при выполнении операции нанесения проб на высокоэффективные 
тонкослойные пластинки прикрывать основную часть сорбционного слоя стеклянной, 
металлической или пластиковой пластинкой. Часто такая пластинка может одновремен- 
но служить шаблоном для нанесения большого числа проб [4]. Опубликованы описания 

. полностью или частично автоматизированных устройств для нанесения большого числа 
проб, выпускаемых различными приборостроительными фирмами. 


|, В ряде случаев перед выполнением хроматографического разделения проводят спе- 
циальные операции, направленные на дополнительное сжатие зон уже нанесенных проб. 
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Так, например, проведя линию старта в 25 мм отк 
работы [36] наносили пробы на другую линию, 
на 10 мм. После испарения растворителя, в котор 
край пластинки погружали на глубину 5 ммвпо 
ную подвижную фазу. При этом все компонент 
вместе с фронтом этой подвижной фазы. В результате этой операции первоначально 
нанесенные зоны проб, имевшие круглую форму, сжимались в очень узкие полоски ши- 
риной всего лишь около 0,1 мм. Когда эти полоски вместе с фронтом вспомогательной 
подвижной фазы достигали линии старта, процесс прерывали, пластинку высушивали 
ипомещали в камеру с основной подвижной фазой, обеспечивающей достаточно пол- 
ное разделение компонентов анализируемых смесей. 

Сходным образом, в работе [37] для сжатия первоначальных зон использовали про- 
цесс испарения подвижного растворителя, что приводило к концентрированию пер- 
воначально нанесенных пятен и превращению их в узкие полоски. Кроме того, для по- 
лучения сильно сжатых начальных зон применяли специальные пластинки, имеющие 
кроме основного разделяющего сорбционного слоя силикагеля дополнительную полосу 
из более инертного адсорбента (кизельгура) вблизи стартового края. В процессе хрома- 
тографии исходные округлые пятна нанесенных проб претерпевали сильное сжатие при 
достижении ими границы слоя более активного адсорбента, после чего продвигались 
далее в форме узких концентрированных зон [38]. Сходные приемы были использова- 
ны позже также в работе [39]. 

Таким образом, для обеспечения высокой эффективности тонкослойной хроматографии 
можно указать следующие рекомендации, касающиеся техники нанесения проб [26]. 

1. Концентрация раствора анализируемого материала при нанесении проб на тон- 
кослойную хроматографическую пластинку должна быть, по-возможности, более 
высокой. 

2. Растворитель, используемый при вводе проб, должен быть таким, в котором вели- 
чины К, для всех компонентов исследуемых проб были бы, по возможности, близ- 
ки к нулю (В, < 0,1), если этот растворитель использовать в качестве подвижной 
фазы). 

3. Капилляры или иглы микрошприцев, с помощью которых проводится дозирование 
и нанесение проб на пластинки, должны иметь возможно меньший диаметр (менее 
0,5 мм). л 

4. Давление дозирующего капилляра или иглы микрошприца на слой адсорбента долж- 
но быть достаточно малым, чтобы не нарушать структуру этого слоя. При существу- 
ЮщЩей в настоящее время технологии приготовления пластинок для высокоэффек- 
тивной жидкостной хроматографии слои адсорбентов выдерживают без разрушения 
давление порядка 100 г/мм?. Это соответствует нагрузке примерно 7 г при диаметре 
ая арфы б металлических капилляров постоянного 

ыы, м нее проб весьма высока и соответствует 

ке авоспроизводимость количества нан а ме 

личине относительного стандартного отклонения пример 

рименение описанных здесь приемов позволяет обеспечить достаточно малую 
Е начальных зон, обеспечивающую же 2 В ОИ раз- 
я компонентов пробы с 0,2 < К,< 0,8 порядк 


рая пластинки с силикагелем, авторы 
отстоящую от края пластинки только 
ом были растворены исходные пробы, 
лярный растворитель - вспомогатель- 
ы анализируемых проб передвигались 
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8.3. Усовершенствованные способы подвода элюента 


Для обеспечения высокоэффективного разделения в тонкослойной хроматографии 
элюент должен поступать с большой равномерностью по всей ширине тонкослойной 
пластинки. Как правило, это достигается путем погружения края пластинки, вблизи ко. 
торого нанесены пробы, в элюент на глубину 3-5 мм или путем приведения этого края 
пластинки в соприкосновение с пористым материалом, пропитанным элюентом, как 
показано на рис. 8.86. 

Смачивающая сорбционный слой подвижная фаза вначале заполняет более узкие 
поры слоя и лишь несколько позже - более широкие поры. С другой стороны, по ме- 
ре продвижения фронта растворителя по слою увеличивается сопротивление потоку, 
Расстояние, пройденное фронтом подвижной фазы, связано с временем, прошедшим с 
начала процесса проявления хроматограммы, квадратичной зависимостью 


и= ХЕ (8) 
где 2 - расстояние, пройденное фронтом подвижной фазы за время Ба Х - константа для 
данных условий течения [40, 41]. Скорость движения фронта при этом равна 


д 22 (8.2) 


Следовательно, скорость подвижной фазы в тонкослойной хроматографии в отличие 
от колоночной хроматографии убывает обратно пропорционально расстоянию, прой- 
денному фронтом, так что для продвижения фронта на удвоенное расстояние потребу- 
ется вчетверо больше времени. 

Вследствие этих закономерностей скорости подвижной фазы в тонкослойной хро- 
матографии очень малы по сравнению с высокоэффективной жидкостной хроматогра- 
фией в колонках. Тем не менее скорости в большинстве случаев превышают величины, 
соответствующие минимуму на кривых Ван-Деемтера, так что роль продольной моле- 
кулярной диффузии в расширении хроматографических зон остается подчиненной. 

Константа Х для единичного тонкого капилляра равна [41, 42] 


Х= т (8.3) 


где К - проницаемость капилляра; г - его радиус; 
тии 1 - ее вязкость. 

Применительно к процессу тонкослойной хроматографии, 
можно рассматривать как совокупность большого числа изв 
налов, пронизывающих слой плотных частиц, 
следующей форме [41, 43] 


7 - поверхностное натяжение жидкос- 


когда сорбционный слой 
илистых капиллярных Ка- 
это уравнение может быть записано в 


:ы у 
Х=2К, Чт (8.4) 
тде К -параметр, характеризующий проницаемость слоя и зависящий от его ст туры 
и плотности, шероховатости и формы слагающих его частиц диаметра 4 о г 

. оказано, 


что это уравнение достаточно хорошо выполняется для плотны 
тх части 
ие ц сферической 
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Таким образом, с точки зрения гидродинамики потока для тонкослойной хрома- 
тографии с подачей подвижной фазы за счет капиллярных сил более выгодно при- 
менять растворители с высоким поверхностным натяжением, и по-возможности, 
с малой вязкостью. Эти параметры сопоставлены в табл. 8.1 для некоторых раство- 
рителей, применяемых в тонкослойной хроматографии наиболее часто. Из данных 
табл. 8.1 видно, что с точки зрения скорости продвижения за счет капиллярных сил 
вдоль слоя мелкозернистого адсорбента наилучшими растворителями оказываются 
ацетонитрил, вода, ацетон и диэтиловый эфир. Именно эти растворители в насто- 
ящее время используются в тонкослойной хроматографии в качестве подвижных 
фаз наиболее часто. 

При обычных способах подачи подвижной фазы на сорбционный слой посредством 
погружения в растворитель нижнего края пластинки или путем тесного соприкосно- 
вения слоя адсорбента с пористым материалом, через который поступает подвижная 
фаза, возможно неравномерное смачивание слоя по ширине пластинки. Это приводит к 
искажению линии фронта подвижной фазы и к нарушениям формы пятен или началь- 
ных линейных зон разделяемых компонентов, что, естественно, приводит к снижению 
эффективности хроматографического разделения. Для устранения этого нежелатель- 
ного явления всю плоскость адсорбционного слоя на пластинке разделяют на узкие по- 
лоски, причем в начале каждой из этих полосок оставляют лишь тонкие перемычки, на 
которые наносят исходные зоны анализируемых проб. Через эти же перемычки далее 
подается подвижная фаза (рис. 8.10). Обычно при этом по окончании проявления хро- 
матограммы образуются узкие слегка изогнутые зоны, обращенные выпуклой стороной 
в направлении движения подвижной фазы. 


Рис. 8.10. Разделение кортикостероидов на 
тонкослойной пластинке с полиамидным адсорбентом 
в системе хлороформ-этанол (39:1): у 

1 - тетрагидрокортизол, тетрагидрокортизон; 

2 - кортизол, кортизон, альдостерон; 

3 - тетрагидрокортизол, тетрагидрокортизон, 
кортизол, кортизон, альдостерон; 4 - альдостерон; 

5 — альдостерон, 11-дегидрокортикостерон [5]. 
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Таблица 8. 1. Физические свойства некоторых растворителей, применяемых г 
тонкослойной хроматографии 





Наименование Вязкость Поверхностное Отношение 
растворителя п, СПз натяжение у, дин/см 7/п (103) 
1 2 3 4 
Диэтиловый эфир 0,23 17,0 7,4 
н-Пентан 0,23 16,0 7,0 
н-Гексан 0,32 18,4 5,8 
н-Гептан 0,40 20,4 5,1 
Ацетон 0,32 23,7 7,4 
Ацетонитрил 0,37 29,3 7,8 
Вода 1,00 73,05 7,3 
Дихлорметан 0,43 26,5 6,2 
Тетрагидрофуран 0,47 26,4 5,6 
Этилацетат 0,45 23,9 5,3 
Хлороформ 0,57 271 4,8 
Толуол 0,58 28,3 4,8 
Бензол 0,64 28,9 4,5 
Метанол 0,56 22,6 4,1 
Этанол 1,17 22.7. 2,0 
Циклогексан ое 1,23 34,5 2,8 
Четыреххлористый 
углерод 


Трифтортрихлорэтан- 
1,1,2 (фреон 113) 0,69 17,3 25 


Уксусная кислота (96%) 1,26 Е 27,8 2,2 


Диоксан Я] 0,95 26,0 РИ 
Пиридин 0,95 38,0 С 4,0 
























































0,95 26,9 2,8 
































Высокую равномерность подачи подвижной фазы удается обеспечить при методе 
круговой тонкослойной хроматографии [26, 47-49]. В простейшем варианте этот спо- 
соб осуществляют, как показано на рис. 8.5 и 8.11. Растворитель помещают в чашку 
Петри слоем глубиной 3-4 мм. В центре чашки с помощью проволочного держателя 
устанавливают вертикально фитиль из хлопчатобумажного или стеклянного волокна 
(рис. 8.11). Чашку Петри, которая в этом случае выполняет 
ческой камеры, накрывают сверху тонкослойной пластинко 
центра пятнами подлежащих разделению проб. Высота 
фазу, должна быть на 0,5-1,0 мм больше, 
чтобы при установке пластинки ее сорбц 
вение с ним. 


функцию хроматографи- 
й с нанесенными вблизи ее 
фитиля, подающего подвижную 
чем глубина применяемой чашки Петри, так 
ионный слой сразу же пришел в соприкосно- 


Благодаря тому, что подвижная фаза поступает в одной точке, 
жения ее фронта полностью определяется степенью однородност. 
которая в современных пластинках промышленного изготовлен 

Более совершенный вариант круговой тонкослойной хромат 
ется в так называемых О-камерах, различные образцы которых 
кими приборостроительными фирмами. Схема одной из ранн 


равномерность дви- 
и сорбционного слоя, 
ия весьма высока. 

ографии осуществля- 
выпускаются несколь- 
их конструкций такой 
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камеры приведена на рис. 8.11.в. Хроматографическую пластинку помещают сорбци- 
онным слоем вниз на верх камеры, а подвижную фазу подают снизу в центр пластинки 
с желаемой скоростью с помощью микронасоса. Анализируемые пробы либо вносят в 
центр пластинки с помощью того же микронасоса или микрошприца, либо предвари- 
тельно до начала‘ опыта наносят в форме пятен по окружности, недалеко отстоящей от 
центра пластинки. В этом случае, используя пластинки размером 100х100 мм, можно 
одновременно анализировать до 40-50 проб, что является серьезным преимуществом 
этого варианта хроматографии перед всеми другими. Типичные примеры круговых хро- 
матограмм приведены на рис. 8.12. 


Рис. 8.11. Круговая высокоэффективная 
тонкослойная хроматография: 

а - впростой камере (1 - пластинка; 

2 - слой сорбента; 3 — камера (чашка 
Петри); 4 - подвижная фаза; 5 - фитиль 
из хлопкового волокна с проволочным 
держателем, показанный отдельно на 
рисунке 6); в - У-камера фирмы «Камаг» 
(Швейцария): 1 - ввод азота (сухого 

или насыщенного парами подвижного 
растворителя); 2 - подвижная фаза; 

3 - насос для подачи подвижной фазы; 
4 - устройство ввода проб; 5 — кольцевой 
нагреватель 





Рис. 8.12. Круговые тонкослойные 
хроматограммы: а - при нанесении одной 
пробы разделяемой смеси липофильных 
красителей в центр тонкослойной 
пластинки; б - при нанесении 40 точечных 
проб того же состава по окружности 
диаметром 15 мм 





Предполагая, что размер зерна адсорбента составляет 5-10 мкм, можно вычислить по 
ормулам, приведенным в предыдущей главе, оптимальные скорости подвижной фазы, 
приняв некоторые средние значения коэффициентов диффузии в жидкости. Такие расчеты 
Показывают, что оптимальными при указанных размерах частиц адсорбента оказываются 
Корости подвижной фазы, равные 0,006-0,15 мм/сек. Эти величины хорошо согласуют- 
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т й заны величины оптимальной ско 

ся срезультатами работы [49], в которой ука ню Рости, рав. 

ные 0,10-0,28 мм/сек. В то же время скорость пер! ти ой фазы по 
жеч. = ен 

действием только сил капиллярного всасывания уже чер - ачала процесса 

ных условий раз 

падает ниже 0,1 мм/сек [10]. Для обеспечения оптималь я у. р деления было а 

желательно поддерживать скорость движения подвижной фазы постоянной в пределах, 

близких к оптимуму, т.е. равной 0,18-0,22 мм/сек. Это обеспечило бы высокую эффек. 

ТИвностЬ хроматографического разделения при хорошей воспроизводимости получае- 

мых результатов. Понятно, что такой процесс неизбежно требует применения закрытой 

хроматографической системы. Это, по-существу, устраняет одно из важных преимуществ 

планарной хроматографии. Тем не менее несомненный выигрыш во времени проведения 

анализа, в достигаемой эффективности разделения, в воспроизводимости получаемых ре- 

зультатов, в производительности по числу одновременно выполняемых анализов обеспе- 

чили варианту тонкослойной хроматографии с подачей подвижной фазы под давлением 

известное распространение. Одна из первых установок для осуществления этого процесса 

была предложена в 1977 г. (рис. 8.13) [50]. 

Рис. 8.13. Камера для тонкослойной 

хроматографии под давлением: 

1 — манометр; 2 - линия ввода проб; 

3 - ввод газа или жидкости под 

давлением в уплотняющую подушку; 

4 - замки, удерживающие верхнюю 

крышку; 5 — герметизирующая прокладка; 

6 - слой адсорбента; 7 - стеклянная 

или пластиковая пластинка; 8 — гибкая 

полимерная мембрана; 9 —- прозрачная 

крышка; 10 — линия подачи подвижной 


фазы; 11 - канал для термостатирующей 
жидкости 


В этой установке обычную тонкослойную пластинку 7 подходящего размера плотно 
прижимают к основанию установки под действием гибкой полимерной мембраны 8. Эта 
мембрана прижимается к адсорбционному слою хроматографической пластинки давле- 
нием вспомогательной жидкости (например, воды) или газа, подаваемого через вентиль 3. 
Ввод подвижной фазы осуществляется через специальный подающий патрубок, соеди- 


обеспечивающим равномерное распределение 





водиться на смоченный подви. Й й уже 
после начала подачи растворителя [52, движной фазой слой у; 


по направл 
не фазы наносят узкие полоски непроницаемого для 
его й 
например, коллодия, эпоксидной смолы 
или парафина в случае водных подвижных фаз (рис. 8.1 4 [54] > 
Применение гибкой герметизир: Е 


ую 
му слою давлением вспомогательного 


нанесения герметизирующих полос 
под давлением достаточно просты 
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ОК. Это делает метод тонкослойной хроматографии 
м и удобным для практического применения. 
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Рис. 8.14. Пластинка для 
высокоэффективной тонкослойной 
2 хроматографии под давлением: 

1 - основной слой сорбента; 

2 - непроницаемые для подвижной фазы 

полоски на боковых и одной из торцевых 

сторон пластинки, образованные путем 
З пропитки слоя сорбента коллодием или 

эпоксидной смолой; 3 — линия старта; 

4 - фронт подвижной фазы в конце 

хроматографического опыта 


Если подвижная фаза подается с объемной скоростью Е на пластинку шириной В с 
адсорбционным слоем толщиной 4, имеющим долю свободного объема В›то расстояние 2, 
на которое продвинется фронт подвижной фазы за время К будет равно [51] 

Е 
ЯЕ-И (8.5) 
рав 

После того, как фронт подвижной фазы достигнет переднего края пластинки, линей- 
ная скорость движения подвижной фазы будет равна 


к (8.6) 


Эта скорость, естественно, будет определяться, как и в обычной хроматографической 
колонке, начальным давлением, которое в описанных в литературе Ах примене- 
НИЯ ТтОНкослоЙйной хроматографии под давлением достигало 25 кг/см?. __ величина 
должна быть меньше давления в прижимной подушке хотя бы на 3-5 кг/см". Понятно, 
что максимальное давление в прижимной подушке ограничивается ее механической 
прочностью. Линейная скорость движения подвижной фазы в тонкослойной хрома- 
тотрафии под давлением определяется величиной объемной скорости, которая при ис- 
пользовании жидкостных насосов с постоянной скоростью подачи растворителя оста- 
ется одной и той же на всем протяжении хроматографического эксперимента. Входное 
давление при этом постепенно повышается до тех пор, пока ея фазы не 
достигнет дальнего края пластинки, и далее остается постоянным. ивент 
ния (8.6), линейная скорость подвижной фазы в этом варианте хрома а лее 

постоянной в отличие от тонкослойной хроматографии с подачей подвижной фазы за 
Счет капиллярных сил, где эта скорость убывает ниве рее орел 5—7 
си Расстоянию. Это еее ыы ровно также ыы 

другой стороны, эффективность хроматографического Р 

постоянной (рис. 8.15) [52, 53]. 
со перименты показали, что оп 5 
хроматографии под давлением сос 


тимальная скорость потока подвижной фазы в тонко- 
ет0,15-0,25 мм/сек. Эти величины замет- 
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ойденного фронтом 

ТТ от расстояния, пр! . | 

Рис. 8.15. Зависимость ВЭТТ ‹ но Идеи 
ективной тонкослойной хр! м 

условиях пе ыты 3 — насыщенная камера; 4 - высокоэффективная и 
и ан под давлением. Адсорбент - силикагель 60 с размером не: мкм; подвижная 
ом 9 метилен; хроматографируемое вещество - краситель Масляный желтый 


с 





4 (А 





0,8 0,6 0,4 0,2 07 06 0,5 04 03 90204 № | 


Рис. 8.16. Хроматограммы стандартной смеси красителей (фирма «Камаг») при разделении 
в потоке под действием капиллярных сил (а) и под давлением в камере «Хромопресс», при 
скорости подвижной фазы 2,3 см/мин (6) 





тографии под давлением. В сочетании с высококачественными пластинками это обесте- 5 
чивает возможность достижения полной эффективности разделения до 10-15 тыс. теор. > 
тарелок (рис. 8.16) [54], включая наркотики и стероидные гормоны [78, 79, 84]. 1 

достигаемого разделения, метод тонкослойной хро 


Помимо улучшения качества 
матографии под давлением позв 
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Рис. 8.17. Хроматограммы лекарственных 

и наркотических веществ, полученные 
методом высокоэффективной тонкослойной 
хроматографии под давлением (а) и обычной 
тонкослойной хроматографии (6): 

1 — стрихнин; 2 — эфедрин; 3 - метамфетамин; 
4 - фенметразин; 5 - метилфенидат; 

6 - амфетамин; 7 - дезопинон; 8 — корамин; 

9 - кофеин; $ — старт хроматограмм. 
Адсорбент - силикагель 60 (фирма «Мерк», 
Германия); подвижная фаза - смесь н-бутанол- 
хлороформ-метилэтилкетон-уксусная кислота 


(25:17:8:6). 
3 10 15 ЗБ 10 


-400 (мА) 


Рис. 8.18. Тонкослойные хроматограммы 
смесей амфетанила и родственных соединений: 
1 - амфетаминил; 2 - амфетаминил + 

1% амфетамина + 1% бензальдегида; 

3 - амфетаминил + 3% амфетамина + 

3% бензальдегида; 4 - амфетаминил + 

10% амфетамина + 10% бензальдегида. 
Пластинки для высокоэффективной 
тонкослойной хроматографии с силикагелем, 
модифицированным цианопропильными 
группами (фирма «Мерк», Германия); подвижная 
фаза - смесь н-гексана и метил-трет.бутилового 
эфира (9:1); УФ-детектирование в отраженном 
свете при 260 нм. 





















3 экстрактов печени, содержащих следы наркотических 
артных соединений. УФ-детектирование при 220 нм. 
адсорбент - силикагель 60 Е254 (фирма «Мерк», 
—ацетон-этанол-25%-ный аммиак (45:45:7:3). 


Рис, 8,19, 


ва 
\\ВСТВ. Хроматограмма 8 — смесь 4 станд 
а ые пластинки размером 10%20 см; 
мя); подвижная фаза — смесь толуол 
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в и идей 
пт. 
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# 0 дис 
Рис. 8.20. Двумерная хроматограмма смеси Г оо 00 
17-кетостероидов. Адсорбент - оксид алюминия: ив ВИЙ { 
подвижные фазы: в первом направлении - смесь р ния о 
бензол-метанол (65.5:3.5), во втором направлении — из? сени’ 
смесь эфир-этилацетат (1:1); обнаружение пятен _ 0 зыявл г 
реактив Циммермана. Обозначение пятен: Ди ях 
1 - 4-андростерон; 2 - андростандиол; у еэтиХ| 
3 - андростерон; 4 - дегидроэпиандростерон; окр чи 
5 - этиохоланолол; 6 - 11-оксиандростерон; ях обеспе 
2 7- 11-кетоэтиохоланолон; 8 — 11-оксиэтиохоланолон Я „оеобнаруЖе 
я [63] и многих других соединений [64-73], включая наркотики и стероидные ви лО 
вех (рис. 8.17) [78, 79, 84]. При выполнении этих анализов были использованы ие ленные 
м ЗИ мально-фазовых раз. ре | 
различные варианты хроматографического метода. Так, кроме нор ф ь | меняют сл 
делений, в работах [66-68] были использованы обращенно-фазовые системы, а работе рактив Дра 
[72] применяли ионообменную хроматографию. На рис 8.17-8.20 ре ит. . илледяной ук 
хроматограмм, полученных при использовании метода высокоэ р, добавляю 
слойной хроматографии. | я 2556, Исследу‹ 
Разнообразные варианты метода тонкослойной хроматографии с Бе. ро 
подачей подвижной фазы, их преимущества, недостатки и области кеее — _ 
точно подробно рассмотрены в обзоре [79]. Устройства, необходимые для и на м. 
ния высокоэффективной тонкослойной хроматографии с подачей подвижной ф а | 
давлением, выпускаются целым рядом организаций. Лляобнару 
имаци 
8.4. Качественный анализ | ыы винной 
ь ТИо 
< помощью планарной хроматографии :ы моты, По 
о 
В бумажном и тонкослойном вариантах планарной хроматографии би - ая от- а Чнеиори, 
чественной характеристикой анализируемых веществ служит величина К, ра ЧНоде 
РАЕтеР ру. щ у й) данного Добавь 
ношению пути, пройденного хроматографической зоной (пятном, полосо й фазы). , “и опрыс 
соединения, к величине пути, пройденного фронтом растворителя (пов опыта, о твенн, 
Обычно обе эти величины измеряются после окончания хроматографическог Ио 
то есть после того, как были 





рацию осуществляют, как указан нения с м 
действием тех или иных химических реагентов, образующих окрашенные НЕЕ. ные | Честь - 
разделенными соединениями, либо путем облучения УФ-светом. При этом разд сю | Ре м 
вещества могут наблюдаться в виде светящихся флуоресцирующих пятен или м 
либо, наоборот, в виде темных Зон на светлом флюоресцирующем фоне плас к. 
например, разделенные 






у: 
ируемых веществ в вы 
нта, его влажности, состава к> 
сактива и от условий обработ 


ки. Кроме величины Е»в качествен 
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› В ТОМ числе наркотиков, психотропных 
препаратов и допинговых средств. Некоторые сведения такого рода, наиболее важные 


с точки зрения обнаружения контролируемых веществ, рассмотрены ниже. 

Для выявления пятен разделенных веществ на тонкослойных пластинках могут во 
многих случаях использоваться те же реактивы, которые были рассмотрены в гл. 4. Од- 
нако, кроме этих реагентов, в практике тонкослойной хроматографии используют и ряд 
других, обеспечивающих высокочувствительное и во многих случаях достаточно селек- 
тивное обнаружение пятен многочисленных лекарственных препаратов, наркотических 
веществ и допинговых средств. Наиболее часто для этих целей используют реактивы 
перечисленные ниже. Так, для обнаружения веществ основного характера чаще всего 
применяют следующие реактивы. 

Реактив Драгендорфи: 2,6 г карбоната висмута и 7,0 г иодида натрия растворяют в 
25 млледяной уксусной кислоты, нагретой до кипения. Раствор оставляют на ночь, фильт- 
руют, добавляют 8 мл этилацетата и смешивают с уксусной кислотой в соотношении 
1:2,5:6. Исследуемые пластинки опрыскивают этим реактивом с помощью пульвериза- 
тора в специальных камерах или в вытяжном шкафу. При этом при наличии веществ, 
содержащих третичный атом азота, появляются пятна, окрашенные в цвета от желто- 
го до красно-коричневого. Интенсивность окраски увеличивается при опрыскивании 
0,05 н серной кислотой [80]. 

Для обнаружения ненасыщенных стероидов можно применять реактив Драгендорфа 
в модификации Мунье [81,82]: в 800 мл воды растворяют 17 г основного нитрата висмута 
и200 гвинной кислоты. К 25 г полученного реактива добавляют равный объем раство- 
ра 160 г иодида калия в 400 мл воды, затем добавляют еще 250 мл воды, и 50 г винной 
кислоты. Полученный реактив стабилен более 1 недели. 

Нингидрин: к 0,2-0,3 %-ному раствору нингидрина в этиловом спирте или в изопро- 
паноле добавляют 5-10 мл ледяной уксусной кислоты и 2-5 мл 2,1,6-коллидина. Плас- 
тинки опрыскивают полученным раствором и нагревают до 90-105° С. Аминокислоты 
и родственные соединения дают пятна с окраской от голубой до синей. 

Иодоплатинат (смесь 5 мл 10%-ного раствора хлорида платины с 250 мл 2%-ного 
Раствора иодида калия): позволяет обнаружить алкалоиды, фенотиазины и другие азот- 
содержащие соединения, содержащие четвертичные атомы азота, в количестве порядка 
10 нгв виде фиолетовых пятен разного оттенка. Этот реактив позволяет выявлять ве- 


щества основного и нейтрального характера. 
Реактив Манделина - раствор ванадата аммония в концентрированной серной кис- 


лоте окрашивает пятна опиатов в цвета от желтого (нарцеин) до фисиноди НН 


ретикулин) Е - 
‚ нтрированной серной кислоты. Ком- 
Р ыы ормальдегида и конце 
сес фор ые или черные пятна. 


поненты опия дают с этим реактивом с еза добавляют 45 мл 20%-ной 
Реактив ЕМР: к 5 мл 5%-ного раствора хлорного жел бработке этим реактивом 
Хлорной слоты и 50 мл 50%-ной азотной кислоты. При о еле Яст т р 
енотиазины проявляются в виде красных или красно-коричн З 


179 


ы 
25 



































Химико-аналитическое определение наркотиков и бопинговых средств 





Вещества кислотного характера могут быть выявлены с помощью водного Раствора хо. 
ного железа или раствора нитрата ртути. С трехвалентным железом вещества, содержа. 
щие фенольные гидроксильные группы, проявляются в виде синих или фиолетовых пятен 
Нитрат ртути проявляет барбитураты в виде темных, постепенно светлеющих пятен, 

Каждому специалисту, использующему в своей работе метод тонкослойной хроматог. 
рафии, должно быть совершенно ясно, что даже при полном совпадении величин А, р 
и окраски пятен исследуемого вещества и стандартного соединения можно утверждать 
лишь о возможной идентичности этих веществ, но не об определенном и неопровер- 
жимом доказательстве природы исследуемого препарата. 

Тем не менее, Комитет по токсикологическому анализу Международной ассоциации 
судебных токсикологов рекомендовал ряд систем тонкослойной хроматографии в ка- 
честве стандартных (точнее, предпочтительных). Некоторые из таких систем приведе- 
ны в табл. 8.2. Во всех этих системах используются ненасыщенные камеры, а растворы 
стандартных соединений имеют концентрации порядка 2 мг/мл. 


Таблица 8.2. Стандартные системы тонкослойной хроматографии по 
рекомендации Комитета по токсикологическому анализу Международной 
ассоциации судебных токсикологов [83] 






























































































Система растворителей Стандартное соединение Величина Я, стандартных 
соединений 
| Адсорбент-силикагель 
Кодеин 0,20 
Трим 
Метанол бы 0,26 
ыы 0,56 
Диазепам 0,82 
Кодеин Я 0,22 
ифе 
Метанол-н-бутанол, 60: 40 Дифенгидрамин 0,48 
Хинин 0,65 | 
Диазепам Й 0.85 
Парацетамол 0,15 
Клоназе в 
Хлороформ-ацетон, 8:2 нам 0,35 
Секобарбитал 0,55 
Метилфенобарбитал 0,70 
Гипотиазид 0,11 
Сульфафураз 
Хлороформ-ацетон 9 : 1 ульфафуразол 0,33 
Фенацетин 0,52 
Празепам ы 0,72 - 
Сульфатиазол 0,20 
Фенацетин 0,38 _| 
Этилацетат 
Салициламид 0,55 3 
Секобарбитал 
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Сульфадимезин т 0.13 
тилацетат-метанол-аммиак Гипотиазид 0,34 
(кон) 80: 10:5 Темазепам 0.63 
| Паразепам 0,81 
т 
Морфин р 0,20 
Этилацетат-метанол-аммиак Кодеин 0,35 
у (конц.) 85: 10:5 Гидроксизин ый 0,53 
м Тримипрамин 0,80 
А 
к. Адсорбент - силикагель, импрегнированный 0,1 М раствором КОН и высушенный 
А | Амитриптилин _, 15 
№ Прокаин 0,30 
Ацетон 
Папаверин ый 0,47 -] 
= Циннаризин 0,65 
ы 'Атропин 0,18 
Ч Кодеин 0,33 
Метанол-аммиак (конц.), 100 : 1,5 - = 
Хлорпротексин 0,50 
в | - ен 
та | Диазепам Ч 0,75 
м | Дезипрамин | 0,11 ы 
Хлороформ-метанол, 9 : 1 ОСИ МЕ — 
3-3 в чи Тримипрамин 0,54 
д Лидокаин 0,71 
м ай 
% [кодеин р 08 
ый Циклогексан-толуол-диэтиламин, Дезипрамин 0,20 
Я 15:15:10 Празепам 0,36 
# Тримипрамин 0,62 


в какой мере могут различаться величины К» для 
рбентах может дать табл. 8.3. 


а 


Известное представление о том, 
одних и тех же веществ при хроматографии на разных со 
Таблица 8.3. Величины Я, некоторых наркотических препаратов при тонкослойной 

хроматографии с применением разных адсорбентов 


= 


Х 


о 














у Вещество Пластинки «Сорбфил» Пластинки ВЭТСХ 
ий Система растворителей: этилацетат-этанол-25%-ный аммиак, 18:2: 1 

т Морфин 0,20 0,17 

, Кодеин 0,34 0,40 

р промедол НИЕ ИЕ о | 
й Димедрол ттт оо о А 
й онназин Ва с оевйишьЛо ть: с 
р в ВОЛИ "БЫ 41 
И и ИИА ен чм г 
Й) 
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рителей: бензол-этанол-диэтиламин, 9:11 









































Система раство 
 ЭФедрин 0,41 |й 050 — 
| Эфедрон ] О 0,80 
Первитин (метамфетамин) 0,42 | 0,54 
[| Метадон Ц 0,80 0,86 
Система растворителей: хлороформ-изопропанол-аммиак (25%),9:9:1 
Барбитал | 0,52 0,75 
Фенобарбитал 0,39 0,30 
Этаминал натрия 0,80 0,65 Ч 
|Барбамил | 0,75 И] 0,60 





Данные табл. 8.3 ясно показывают, что даже на близких по своей природе адсорбентах 
имеют место значительные различия в величинах В» что делает настоятельно необхо- 
димым обязательную сверку параметров удерживания, наблюдаемых для исследуемых 
веществ, с данными для заведомых препаратов. 


8.5. Способы количественной обработки 
тонкослойных хроматограмм 


В течение длительного времени обработка планарных хроматограмм (бумажных 
и тонкослойных) включала операции высушивания их, визуализации зон (пятен или 
полос) разделенных компонентов (путем обработки хроматограмм подходящим хими- 
ческим реактивом или путем облучения УФ-светом) и оценку величины этих зон путем 
прямого измерения их площадей простейшими средствами (линейкой, планиметром 
ит.п.). В ряде случаев зоны разделенных веществ извлекали из адсорбента и измеряли 
количество полученного вещества подходящими химико-аналитическими методами. 
В монографиях и обзорах, посвященных бумажному и тонкослойному варианту хрома- 
тографии, детально описаны многочисленные способы обнаружения зон бесцветных 
соединений на планарных хроматограммах и оценки количества вещества, образующе- 
го данное пятно или линейную полосу [1, 4-9]. Большие усилия были также затрачены 
и для разработки способов документирования и сохранения результатов планарной 
хроматографии. В своем большинстве используемые для этих целей методы включали 
обработку полученных хроматограмм химическими реагентами путем выдерживания 
их в атмосфере химически активных газов или паров (аммиака, хлора, брома, иода, се- 
роводорода, оксидов азота, формальдегида) или путем смачивания либо опрыскивания 


о: Е жидкими визуализующими реагентами (концентрированными серной 
или азотной кислотами, растворами гидроксидов натрия или калия, хлорида олова, нит- 
рата серебра, хлорида железа (Ш), 


перманганата калия, нитропруссида натрия, различ- 
ных красителей и др.). Часто для И р 


указанных целей используют облучение полученных 
кн рн УФ-светом с длинами волн 254 или 360 нм. 


-х годах ХХ века на смену простым способам оценки количества вещества чис- 
то визуальными способами или с помощью простейших измерительных средств при- 
шли устройства, способные осуществлять сканирование выявленных хроматографи- 
ческих зон по величине оптической плотности или по интенсивности отраженного 
света. Одним из наиболее известных устройств такого рода были фотоденситометры, 
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выпускающиеся швейцарской фирмой «Камаг». Применение таких устройств позволи- 
о существенно повысить чувствительность, точность и воспроизводимость количес- 
твенного анализа методом тонкослойной хроматографии. В сочетании с методиками 
высокоэффективного разделения использование таких устройств позволило полу- 
чать количественные результаты, не уступающие по точности и воспроизводимос- 
ти другим передовым хроматографическим методам, включая высокоэффективную 
жидкостную колоночную хроматографию. Именно с помощью таких систем заре- 
тистрированы хроматограммы, приведенные в качестве примеров на рис.8.15-8.19. 
Развитие вычислительной техники в конце ХХ века и, в частности, широкое распро- 
странение персональных компьютеров дало новые импульсы разработке техники ко- 
личественного анализа в планарной хроматографии. В качестве считывающих ин- 
формацию средств вместо достаточно дорогих сканирующих денситометров стали 
применяться малогабаритные телевизионные камеры. Для анализа даваемых ими 
изображений используются методы, хорошо отработанные в таких областях, как мик- 
роскопия и анализ аэрофотоснимков [84-87]. Применение компьютерной техники 
позволило осуществить достаточно полную автоматизацию всех операций в методах 
планарной хроматографии (нанесение проб, проявление хроматограмм, визуализация 
и получение как качественных характеристик изучаемых веществ, так и количест- 
венной информации о них). Все эти достижения сделали возможным осуществление 
большого числа анализов (до 100 и более) в течение ограниченного времени (напри- 
мер, за 1 день) с предельно обнаруживаемыми количествами отдельных компонентов 
порядка 1072-1075 т (рис. 8.20) при воспроизводимости как параметров удерживания, 
так и количественных результатов не хуже 1% отн. Такие результаты характеризуют 
достигнутые в настоящее время возможности современных вариантов метода высо- 
коэффективной тонкослойной хроматографии [88-90]. В то же время методы бумаж- 
ной и тонкослойной хроматографии остаются примерами изящной и достаточно эф- 
фективной химико-аналитической техники, позволяющей получить достаточные для 
многих случаев практического использования результаты с помощью самых простых 

и доступных средств. 
Ограниченный объем настоящей книги не позволяет здесь детально рассмотреть 

ряд вопросов, имеющих важное значение для успешного осуществления процесса вы- 
сокоэффективной тонкослойной хроматографии. В частности, здесь не рассмотрены 
вопросы активности адсорбентов и зависимости этого параметра как от характера их 
молекулярной структуры, так и от влажности адсорбента. Вне рассмотрения остались 


вопросы, связанные с насыщением адсорбентов парами применяемых подвижных фаз, 
свойствами применяемых растворит х элюционной способностью. 


елей, в частности с и 
Вне обсуждения остались также весьма плодотворные варианты метода тонкослойной 
хроматографии с применением градиентного элюиров 


ания с постепенным увеличением 

Элюирующей способности применяемой подвижной фазы в процессе хроматографичес- 

кого опыта. В известной мере эти проблемы были рассмотрены в предыдущих главах. 

Лишь в малой степени здесь были затронуты вопросы техники двумерной хроматогра- 
фии и многократного элюирования. 

Все эти проблемы, весьма важные для успешного проведения и тонкослойной, и 

атриваются в многочисленных 


жидкостной й фии, детально рассм 
ой колоночной хроматогра! > 
С десь методам [91-94]. К этим весьма обстоятель- 


Книгах, посвященных обсуждаемым 3 з 
НЫМ источникам мы отсылаем заинтересованного читателя. 
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деление наркотиков говых средств 
Хи мико-аналитическое определение наркотиков и допингс вы сре 





8.6. Метод тонкослойной хроматографии в анализе 
наркотических и допинговых средств 


Метод ТСХ благодаря своим достоинствам получил широкое распространение да. 
бораторной практике судебно-медицинских экспертиз, экспертно-криминалистич 
исследованиях, таможенном контроле ит.д. [95]. Однако строгая идентификация н 
тиков с помощью ТСХ часто затруднительна особенно при анализе объектов сло 
состава, в том числе при анализе биопроб [83]. 


еских 
арко- 
Жного 


8.7. Алкалоиды мака снотворного и синтетические опиаты 


В незаконном обороте наркотиков одно из первых мест занимают опий-сырец, со- 
ломка мака снотворного, их отвары, настои и экстракты. 

Основной целью исследования этих объектов является установление присутствия ал- 
калоидов - морфина, кодеина, тебаина. Перед анализом пробу предварительно обрабаты- 
вают различными способами, зависящими от природы объекта и рассмотренными втл.5. 
Полученный концентрат наносят на пластинку и хроматографируют в подвижной фазе: 
этилацетат - этанол - 25%-ный аммиак, 18:2:1. Для обнаружения пятен хроматограмму 
обрабатывают реактивом Марки. Применительно к пластинкам «Сорбфил» и «ВЭТСХ» 
(Эстония) получают следующие значения К: 0,20 и 0,17 для морфина; 0,34 и 0,40 для ко- 
деина (пятна окрашены в фиолетово-сиреневый цвет). Эти данные соответствуют реко- 
мендациям Комитета по систематическому токсикологическому анализу Международной 
ассоциации судебных токсикологов. Для других типов хроматографических пластинок в 
литературе описаны многочисленные методики с применением различных подвижных 
фаз основного и нейтрального характера и обнаруживающих цветных реагентов. В качес- 
тве примера в табл. 8.4 приведены данные обзора [96]. Для обнаружения пятен опийных 

алкалоидов наряду с реактивом Марки используют [97]: 

— сорбенты с индикаторами, флуоресцирующими при А=254 нм (предел обнаруже- 
ния темных зон морфина, кодеина, тебаина, наркотина 0,4-0,7 мкг, папаверина - 
0,1 мкг); 

— собственную флуоресценцию папаверина (голубоватая) и нарцеина (голубая) при 
^. = 365 нм (морфин флуоресцирует после превращения его в псевдоморфин); реактив 
Драгендорфа (красно-оранжевые пятна на желтом фоне) ион же с последующей об- 
работкой пластинок 0,05-0,1 н.раствором серной кислоты (красно-оранжевые зоны 
на светло-сером фоне); предельно обнаруживаемое количество различных опиатов 
от 0,01 до 2-3 мкг; гексайодоплатинат калия, дающий с различными алкалоидами на 
холоде серо-голубую окраску (пределы обнаружения 0,5-1,0 мкг); 

— смесь анисового альдегида с серной кислотой с последующим нагреванием пласти- 
нок при 120° С в течение 15 мин (предельно обнаруживаемые количества, морфина 
и кодеина 0,7, тебаина 0,4, наркотина и нарцеина 1,0 мкг) [97]. 

Для обнаружения фталидизохинолиновых алкалоидов опия рекомендуют также 
смесь реагентов, описанных в работе [98]: (Т) - насыщенный метанольный раствор 
ацетата двухвалентной ртути; (П) - раствор анисового альдегида в серной кислоте; 
(Ш) - 10%-ный раствор фосфорномолибденовой кислоты в метаноле. Хроматограм- 
му после удаления растворителей обрабатывают реактивом (1); после высушивания 
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при 80° С обрабатывают ны 9 мл реактива (П) с 1 мл реактива (Ш); после чего 

м нагревают 15 мин при 120° С. 

“ При сравнительных анализах образцов опия различного происхождения рекомен- 

к ется использовать пластинки с флуоресцирующим слоем силикагеля (НЕ254 и др.) 

ых и подвижную фазу толуол-ацетон-95%-ный этанол-25% раствор аммиака, 20:20:3:1, 
с длиной пробега 15 см. В этих условиях опийные алкалоиды имеют следующие зна- 

чения В; нарцеин 0,0-0,05; морфин 0,1-0,2; кодеин 0,2-0,3; тебаин 0,4-0,5; папаверин 


0,5-0,6; наркотин 0,7-0,8. 









































и ь Таблица 8.4. Характеристики удерживания алкалоидов опия на пластинках с 
%, силикагелем С (фирма «Мерк», Германия) 

\ = 
Не А, 100 
А Алкалоид | Системы растворителей 
мо | И и ПА 
п - 12 8 | 8 3 
ен Кодеин 35 15 ЕВ 38 

? Тебаин ей 65 38 64 69 ы 
и [Полаверин 97 77 67 73 
а | Е 

| Нарцеин 19 з 0 0 
изу Мет Примечания: Системы растворителей: хлороформ-метанол, 9:1; (Г) бензол-этанол, 
ЧС 4:1; (И) хлороформ-ацетон-диэтиламин, 5:4:1; (ШТ) хлороформ-циклогексан-диэти- 
И ламин, 7:2:1; (ТУ). 


хрити Для определения чистоты отдельных компонентов лучшие результаты достигаются с 
зрилрле такой подвижной фазой, в которой пятно исследуемого алкалоида находится в средней 

части хроматограммы, т.е.с В, между 0,3 и 0,7. Для морфина пригодна, например, система 

2 растворителей метиленхлорид-метанол-10%-ный раствор аммиака, 85:15:2 [97]. 

(ре г. Особое место в криминалистических исследованиях опиатов занимает определе- 

ние принадлежности растительных образцов к ботаническому виду «мак снотворный», 
‚  атакже внутривидовая классификация, важная с точки зрения приложения законов, 
дифференцирующих ответственность за посев и выращивание опийного и масличного 
;й маков. Эти задачи успешно решаются с помошью ТСХ на готовых пластинках «Мерк» 


р (Германия), «Сорбфил» и «ВЭТСХ» (Эстония). 


С целью определения видовой принадлежности мака [98] алкалоиды разделяли в сис- 


| 5’ й теме толуол-ацетон-этанол-25%-ный раствор аммиака (40:40:6:1); визуализацию осу- 
тинок парами формальдегида с последующей 


} ществляли обработкой высушенных плас 
обработкой реактивом Манделина. Данные по окраске пятен и предельно обнаруживае- 


р мым количествам опиатов на различных пластинках представлены в табл. 8.5 [98; 99]. 
} й Внутривидовая дифференциация мака снотворного основана на обнаружении мор- 
фина и фталидизохинолиновых алкалоидов (наркотина и наркотолина) [98] и оценке 
их относительных количеств. Для этого хлороформенный экстракт из соломы мака 
/ Хроматографируют на пластинках «Мерк», «Сорбфил» и «ВЭТСХ» в системе толуол- 
и, аЦетон-этанол-25%-ный раствор аммиака (40:40:6:2) и обрабатывают хроматограмму 
и 1%-ным водным или спиртовым раствором диазотированного дианизидина (краситель 









опинговых средств 
Химико-аналитическое определение наркотиков и 9, СР 





Прочный синий Б). Это дает возможность обнаружить фенольные основания; фи 
ОЧН ы - 

р коричневато-желтого цвета) и наркотолин (пятно пурпурно Фиолетовог О цве. 

та). Затем пластинку обрабатывают реактивом Драгендорфа (в модификации Мунь 


5) 
позволяющим определить нефенольные алкалоиды (пятна оранжевого цвета). | 


нкослойных пластинках 
.5. Определение алкалоидов мака на то -.. 
ыы ей формальдегидом и реактивом Манделина [100] 






































Предельно обнаруживаемое 
Алкалоид Окраска пятен количество веществ в пятне, мкг 
Е 
| Нарцеин Желтая 
Морфин Фиолетовая 
| Кодеин Синяя 
Ретикулин Фиолетовая 
Тебаин _| Оранжевая 
Наркотолин Оранжевая 
Папаверин Синяя 
| 
Наркотин [Оранжевая 








К синтетическим опиатам относятся ге 
фин), ацетилкодеин и некоторые другие. 
В литературе [100] (см. табл. 8.6 


роин (диацетилморфин), дионин (этилмор- 


) описаны методики разделения некоторых опиатов 
на активированных пластинках «Силикагель С» (фирма «Мерк», Германия) с примене- 


нием подвижных фаз хлороформ-циклогексан — диэтиламин, 5:4:1(1) или смесь тех же 
растворителей, но в соотношении 7:2:1(П). 


Таблица 8.6. Характеристики тонкослойной хроматографии некоторых 
синтетических опиатов на пластинках «Си. 


ликагель С» (фирма «Мерк», Германия) 


6-ти па Е: — 
ен В Е 


В этих условиях удается ид 
гидролиза героина, часто пр. 
гим продуктом гидролиза м 










ентифицировать, например, 6-ацетилморфин - продукт 
исутствующий в образцах конфискованного героина. Дру 


ожЖет быть 3-ацетилмо Дл. и. 
ин. Для разделения этих дву: 

меров используют пластинки «Силикагель 60Е | Е фазу: толуол-ацетон 

—этанол-25%-ный Раствор аммиака, 45:45:7:3 [1 т 


ор- 
фина составляет 0,55, а 6-ацетилморфина - 0,4. и г не 

В работе [102] были предложены три системы 
морфина и его полусинтетических производных 
стеклянной подложке: Хлороформ-метанол-вода, 


еси 
растворителей для разделения м га 
на пластинках «Силикагель 60 ‚+ 


7:5:1(Т); этилацетат-метанол-25%- 
186 
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ыхнарк ,- 
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аммиак 18:2:1(П}; трет-бутанол-метанол-25%-ный аммиак-вода, 20:4:1:2( ПТ), обнару- 
жение пятен при облучении УФ-светом. Некоторые данные об удерживании алкалоидов 
ия В ЭТИХ системах приведены в табл. 8.7. 


оп 


Таблица 8.7. ТСХ-характеристики производных морфина на пластинках 
«Силикагель 60 Ра» 





[ 


Е 
| р | И - 
0,37 0,12 0,46 
Этилморфин (дионин) 0,67 0,17 0,77 
 Кодеин 0,62 | 0,18 | 0,66 _ 

Для выявления некоторых наркотических анальгетиков, включая опиаты, может 
применяться подвижная фаза этанол-вода-25%-ный аммиак, 6:4:6. Величины Б, 
некоторых наркотических анальгетиков на пластинках «Сорбтон ВР2» составляют: 
морфин - 0,80; кодеин - 0,62; папаверин - 0,53; дионин - 0,50; тебаин - 043; нарко- 
тин - 0,33; промедол - 0,27; эстоцин - 0,15. Для обнаружения пятен используют ре- 
актив Марки. 

Пластинки «Сорбтон» представляют собой модифицированные пластинки «Сорб- 
фил» с привитой неподвижной фазой С..Эти пластинки могут быть использованы при 
исследовании биологических жидкостей (моча) пациентов, употреблявших, помимо 
опиатов, такие наркотики, как амфетамины и усиливающий наркотическое действие 
димедрол. 

Другой модификацией пластинок «Сорбфил» являются пластинки «Сорбтон КР‚», 
в которых адсорбентом служит силикагель с привитой фазой С,. На таких пластинках 


оказывается возможным разделить компоненты омнопона (морфин, наркотин, папа- 
верин, кодеин, тебаин)[103,104]. 

















8.8. Каннабиноиды 


Вкриминалистической и судебно-медицинской практике в качестве объектов встре- 
чаются различные части растений конопли (соцветия - метелки, мякина, листья), про- 
Дукты переработки (гашиш, гашишное масло, марихуана), смывы с пальцев рук, полости 
рта и тп. При тонкослойной хроматографии получаемых растворов идентификацию 
Хонопли и продуктов ее переработки осуществляют по наличию каннабиноидов: Д3- тет- 
Рагидроканнабинола (Л°-ТГК), его Д-изомера, каннабидиола, каннабинола и др. 

выявления каннабиноидов тонкослойной хроматографией рекомендованы плас- 
ТИНКи типа «Сорбфил» и «ВЭТСХ» и подвижная фаза петролейный эфир-диэтиловый 
Эфир (9:1). Обнаружение пятен осуществляют: в `УФ-свете (на пластинках с флуорес- 
Чирующим индикатором), а также опрыскиванием щелочным раствором красителя 
Прочного Синего Б (или ББ). При наличии каннабиноидов пятна окрашиваются в крас- 
НО-оранжевый цвет. На пластинках «ВЭТСХ» с применением указанной выше подвиж- 
Ном были получены следующие ее: г О А гашиша 

‚72; ТИС - 0,60; каннабидиол - 0,26; 
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В работе [104] идентификацию индийской конопли, гашиша и марихуаны п 
используя ТСХ высокого давления на высокоэффективных силикагелевых п 
с подвижной фазой бензол - н-гексан (3 :1) с длиной пробега фронта 6 см, до 
за 6 мин. Пятна каннабиноидов обнаруживали обработкой растворами крас 
чного Синего Б и водного аммиака. 


РоВодили, 
Ластинках 
стигаемой 
ителя Про. 


8.9. Алкалоиды спорыньи 


Спорынья С!аусерз ригригеа, гриб, паразитирующий на злаковых растениях, яв- 
ляется источником эргоалкалоидов, применяемых в качестве лекарственных средств, 
В то же время алкалоиды спорыньи представляют собой производные лизергиновой и 
изолизергиновой кислот, обладающие сильным галлюциногенным действием. Одним из 
них является ЛСД - диэтиламид лизергиновой кислоты, запрещенный к применению, 

Опубликовано большое число работ по тонкослойной хроматографии соединений 
этой группы. Эти вещества могут быть обнаружены на хроматограммах по голубой 
флуоресценции в УФ-свете; предел обнаружения около 0,05 мкг [106]. Кроме того, для 
обнаружения эргоалкалоидов применяют реактив Ван-Урка (и-диметиламинобензаль- 
дегид в кислой среде), с которым эргоалкалоиды образуют пятна синего цвета [18,101], 
Тонкослойную хроматографию эргоалкалоидов можно осуществить на пластинах «Си- 
ликагель С» (фирма «Мерк», Германия) в подвижных фазах следующего состава: хлоро- 


форм-метанол, 4:1(1); хлороформ-диэтиламин, 9:1(П); хлороформ-метанол-25%-ный 
аммиак, 40:10:0,1 (1). 


Таблица 8.8. Тонкослойная хроматография алкалоидов 
спорыньи на «Силикагеле С» 


ры 
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Описаны примеры разделения дигидроалкалоидов на слоях силикагеля, предвари- 
тельно импрегаированных смесями формамида, этанола и аммиака. При этом подвиж- 
ными фазами служат смеси диизопропилового эфира, толуола, этанола и диэтиламина 
[105]. Для полуколичественного определения эргоалкалоидов (@ и В-эргокриптинов 
и родственных соединений) в лекарственном препарате Абергин, могут применяться 
тонкослойные пластинки «Сорбфил». Для разделения этих эргоалкалоидов в качес- 
тве подвижной фазы предложена смесь дихлорметана с диоксаном и петролейным 
эфиром с добавкой 25%-ного аммиака (30:6:4:0,6). Предельно обнаруживаемое ко- 
личество эргоалкалоидов в УФ-свете при 360 нм составляет 0,8 мкг. Хроматограм- 


мы предварительно обрабатывают 4%-ным раствором хлорамина Б при нагревании 
(120° С, 15 мин) [106, 107]. 
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8.10. Алкалоиды из листьев коки (Егутгохуит соса Гат.) 


растительные материалы и экстракты листьев куста коки являются достаточно слож- 
НЫМИ объектами тонкослойной хроматографии. Разделение метаболитов кокаина, его 
аналогов и продуктов гидролиза представляет достаточно трудную задачу. Для этой це- 
ли могут быть использованы пластинки «Силикагель С» (фирма «Мерк», Германия) или 
«ельман ТТ.Сзе» (фирма «Тельман», Германия) и следующие системы растворителей: 

Метанол-диэтиламин, 95 : 5 (1); 

Этилацетат-метанол-аммиак (25%), 17:2:1 (11); 

Хлороформ-ацетон-диэтиламин, 5:41 (ПО; 

н-Бутанол-уксусная кислота-вода, 35:3:10 (ТУ). 

Полученные в этих системах величины К, для наиболее важных алкалоидов коки и 
их метаболитов приведены в табл. 8.9 [96]. Обнаружение пятен осуществляли с помо- 
щью реактива Драгендорфа (красно-оранжевое окрашивание) и раствора иодоплати- 
ната калия, дающего окраску пятен от пурпурной до синей. 


Таблица 8.9. Хроматографические характеристики (1008) алкалоидов коки и их 
метаболитов в системах растворителей 1—1 















































Алкалоид | И Ш м 
| Кокаин 76 98 98 83 
Экгонин 62 и 33 48 
Бензоилэкгонин 50 50 29 не 83 
Тропакокаин 68 Я = = 9 = 
Метилэкгонин - 98 м] 98 66 
Бензоилнорэкгонин | - ы 30 12 95 
Норэкгонин - 4 || 12 75 ; 








8.11. Грибы, содержащие псилоцин и/или псилоцибин 


Алкалоиды группы индола из гриба РзЙосуфе техсапа, обладающие выраженным гал- 
люциногенным действием, относятся к опасным сильнодействующим веществам [108]. 
Кним относятся алкалоиды псилоцин и псилоцибин. Эти алкалоиды найдены также и 
В других грибах, в том числе в Рапаеойпа сопосуве [108-1 11]. 

Эти алкалоиды могут быть разделены на стандартных силикагелевых пластинках, 
Например, «Силикагель 60» (фирма «Мерк», Германия) или «Силикагель» (фирма «Ма- 
Шерай-Нагель», Германия) при использовании подвижных фаз кислотного характера 

метанол-ледяная уксусная кислота-вода, 15:2 :3 (1) или я-бутанол-ледяная уксусная 
Кислота-вода, 12:3: 5(П). Величины Ё, псилоцина и псилоцибина в этих системах рас- 
Творителей равны, соответственно, 0,46 и 0,28 в системе Ги 0,55 и 0,40 в системе П [96]. 

тна обнаруживают с помощью реактива Ван-Урка, дающего окраску от пурпурной 
до синей. 
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8.12. Тонкослойная хроматография наркотических 
и других сильнодействующих веществ медицинского 
назначения, изготовленных незаконно 


Большую группу наркотических и сильнодействующих веществ, находящихся по 
международным контролем, составляют синтетические анальгетики (опиаты, промедол, 
просидол, метадон и некоторые другие), стимуляторы центральной нервной системы 
(фенамин, метамфетамин и другие амфетамины), транквилизаторы (в основном бен- 
зодиазепины), снотворные средства (барбитураты, производные 1,4-бензодиазепина, 
метаквалон). 

В количественном отношении изымаемые из незаконного оборота на территории 
России наркотические средства - производные фенилэтиламина и амфетамина-зани- 
мают третье место после наркотических средств растительного происхождения, полу- 
чаемых из конопли и мака [95, 110, 111]. 

Фенилалкиламины являются стимуляторами ЦНС, симпатомиметиками. Некоторые 
из них используются в спорте в виде запрещенных допинговых средств и психомоторных 
стимуляторов (амфетамин (фенамин), метамфетамин, а также эфедрон).Ряд препаратов 
этой группы находит применение в медицине. Для анализа смесей фенилалкиламинов 
методом тонкослойной хроматографии используют пластинки «Сорбфил» и систему рас- 
творителей бензол-этанол-диэтиламин (9:1:1). Величины К, при этом равны: эфедрон - 
0,65; первитин - 0,42. Несколько лучшее разделение первитина и эфедрина достигается на 
пластинках «ВЭТСХ» (Эстония) в следующей подвижной фазе: этилацетат-этанол-25%- 
ный аммиак, 18:2:1. При этом эфедрин имеет К, 0,50, первитин - 0,54 и эфедрон - 0,80. 

В последнее время в связи с массовым импортом зарубежных лекарственных средств, 
содержащих псевдоэфедрин, возникла необходимость быстрой и простой предвари- 
тельной идентификации эфедрина и псевдоэфедрина. Разделение этих соединений осу- 
ществляется на пластинках «Силуфол», «Сорбфил», «ВЭТСХ» в подвижной фазе: хло- 
роформ-метанол-ацетон-25%-ный аммиак (40:20:6:3) [112]. 

Для обнаружения пятен используют раствор нингидрина (фиолетовая окраска) или 
красителя Бромкрезолового зеленого (синяя окраска на зеленом фоне). В приведенных 
условиях величина К, эфедрина равна 0,55, псевдоэфедрина - 0,97. 


8.13. Барбитураты 


Довольно большую группу лекарственных средств успокаивающего действия со- 
ставляют производные барбитуровой кислоты. Эти соединения включаются во многие 
распространенные лекарства (пенталгин, седалгин и т.п.), оказываю 
одновременно анальгезирующее действие [99]. 

Вместе стем прием барбитуратов вызывает пристрастие к ним, особенно в сочетании 
с некоторыми наркотическими анальгетиками (кодеин). В настоящее время 14 произ- 
водных барбитуровой кислоты находятся под международным контролем. 

Вттоксикологическом анализе в последнее время стали применяться пластинки «Сор- 
бфил» и «ВЭТСХ» для разделения и идентификации целого ряда барбитуратов. Для этих 
пластинок предлагается подвижная фаза: хлороформ-изопропанол-25%-ный аммиак 
(9:9:1). Данные о К, при разделении барбитуратов, наиболее часто встречающихся в 
практике, приведены в табл. 8.10. 
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Таблица 8 ее часто встречающихся 
барбитуратовой кислоты 9 мон 
































В, Т 
м . * 
м барбитура Пластинки Пластинки 
жа \ «Сорбфил» «ВЭТСХ» 
ы и Барбитал 0,52 | 0,75 
у ча ‘фенобарбитал 0,39 | 0,30 
В Этаминал натрия 0,80 | 0,65 
Барбамил 0,75 | 0,60 - 
м [Блабарбитал___ 0,65 | 0,55 
А Для обнаружения пятен барбитуратов на хроматограммах чаще всего используют 
‚  1%-ный раствор нитрата одновалентной ртути, либо смесь 0,2%-ного спиртового рас- 
аа, твора дифенилкарбазона и 2%-ного спиртового раствора хлорида ртути(П) (сулемы) 


т ль [113,114] а также 0,2%-ный спиртовой раствор флуоресцеина с последующим просмат- 
№» риванием в УФ-свете. 
Ро нь При использовании пластинок «Силуфол О\-254» для разделения барбамила, бар- 
битала и фенобарбитала рекомендуют применять следующую подвижную фазу: бен- 
филос зол-диоксан-25 %-ный аммиак (12:7:1) [107]. 
ман Тонкослойную хроматографию высокого давления с применением прибора «Хром- 
пресс-25» для разделения ряда производных барбитуровой кислоты, находящихся под 
международным контролем, на пластинках «Силикагель 60 Е,„„» в режиме обращенно- 
4] фазовой хроматографии применяли в работах [125, 126]. Пластинки импрегнировали 
Бизе метанольными растворами бромида додецилтриметиламмония (ДМТА) или хлорида 
арта трикаприлметиламмония (ТКМА), а также 10%-ным раствором парафина в н-гекса- 
прости не. В качестве подвижной фазы рекомендована смесь метанола и воды в соотношении 
тихи" 357 [115,116]. 
доки” Удовлетворительное разделение 16 барбитуратов было достигнуто с помощью дву- 
мерной тонкослойной хроматографии высокого давления в нормально-фазовом режиме 
й и’ на пластинках «Силикагель 60 Е,„,» (20 х 20 см). Для хроматографии в первом направ- 
р лении использовали подвижную фазу следующего состава: этилацетат этанол н-гексан 
8) (1:1:38) под давлением 1 МПа (скорость потока 0,65 мл/мин), а во втором направлении 
применяли смесь пиридина и н-гексана (1:4) под давлением 2 МПа (скорость потока 1,3 
мл/мин). Количественную оценку хроматограмм проводили на денситометре «Резаба 
СР-60» при 250 нм [117]. 
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_Я, 
Соединение й Г 
Диазепам 97] 0,62 0,76 
Нитразепам 0,44 0,56 
Оксазепам 1 0,28 0,30 
Метаквалон 0,70 0,81 





[Героин ЕЕ 0,22 


При исследовании биологических жидкостей методом тонкослойной хроматографии 
обычно определяют продукты метаболизма и гидролиза бензодиазепинов. В табл. 8.12 
представлены величины Купи 


родуктов гидролиза 1,4-бензодиазепинов (замещенных бен- 
зофенонов) на пластинках 


«Сорбфил» и «ВЭТСХ». Обнаружение пятен осуществляют 
по собственной окраске и по люминесценции в УФ-свете [95, 111]. 


Таблица 8.12. Результаты тонк 
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полученные этим методом, должны рассматриваться лишь как основание для анализа 
нсследуемого объекта более совершенными специальными методами, такими как вы- 
сокоэффективная жидкостная хроматография, газовая хроматография и хромато-масс- 
спектрометрия. 
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ГЛАВА 9 


ГАЗОВАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ НАРКОТИКОВ 
И ДОПИНГОВЫХ СРЕДСТВ. 
ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКОЕ 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ НАРКОТИКОВ И ДОПИНГОВЫХ 
СРЕДСТВ 


9.1. Введение 


Кроме жидкостей, текучими средами, способными переносить разделяемые вещества 
по хроматографической колонке, могут быть газы и пары летучих веществ в докрити- 
ческом и в сверхкритическом состоянии (сверхкритические флюиды). 

Большую группу процессов, в которых используются такие газообразные или паро- 
образные подвижные фазы, относят к методам газовой хроматографии. Применение в 
этих процессах газообразных или парообразных веществ имеет ряд преимуществ, ос- 
новные из которых суть следующие. 
- Малая вязкость газов и паров позволяет применять хроматографические колонки очень 

большой длины по сравнению с колонками, используемыми в жидкостной хрома- 

тографии. Это позволяет достаточно просто достигать очень высокой эффективности 
разделения (до 100-200 тыс. теор. тарелок (т.) и более), что дает возможность ана- 
лизировать пробы, содержащие до 200-300 различных компонентов. 

- Большое различие в свойствах относительно низкомолекулярных газов и паров, с 
одной стороны, и разделяемых соединений, с другой стороны» обусловило развитием 
многочисленных и высокочувствительных методов детектирования в газовом потоке 


веществ, покидающих хроматографическую колонку. Это числе возможность 
выявления компонентов, присутствующих в анализируемой пробе в количестве по- 


рядка 1-10 пг (10-2 г). 

Идея о возможности использования в 
вы впервые высказана Мартином и Синджем в = 
енной ра. й костной хромато 
были р оч немецкого химика Хессе, осуществившего алый 
Разделения эфиров циклогексеновых кислот в газовой фазе [2]. выть тели 

Рой мировой войны эти работы не получили развития. Только после Е 


зов и легких 
„9 го разделения постоянных га 
ествлены процессы оматографического р. 
омал 3 

Улеводоро (6) : =. аполненных активными адсорбентами (оксидом юми- 
нат нт обсуждаемого метода был назван газовой 


НИЯ, силикагелем и др.) [3-6]. Этот вариа: 


хроматографии газообразных подвижных фаз 
1941 г. в их знаменитой работе, посвя- 
рафии [1). В тот же период времени 
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адсорбционной хроматографией. В связи с тем, что адсорбционная сп 
быстро возрастает при увеличении их молекулярной массы, метод га 
хроматографии нашел применение, главным образом, прианализеи 
тельно низкомолекулярных веществ, таких как постоянные газы, ни 
газообразные анестетики и т.п. 

Значительно более универсальным оказался описанный в 1952 г. 
сом метод газо-жидкостной хроматографии [7]. 

В этом методе, вначале называвшемся методом газовой Распределительно: 
тографии, неподвижной фазой служит нелетучая жидкость, в форме тонкой п 
несенная на какой-либо инертный твердый носитель или на стенки тонкого 
0,1-0,5 мм) капилляра достаточно большой длины (от 5-10 до 500 м и боле 

Прямолинейность изотерм сорбции, свойственн 
между газообразной и жидкой фазами, обусловли 
фических зон, что облегчает разделение близких п 


ОСобность ве 
30-. 

о о рбционнод 
Разделении отн \ 
зшие Улеводоролы 


ств 


Мартином и Джейм. 


й Хрома- 
ленки на- 
(диаметром 
©). 

ая процессу распределения веществ 
вает симметричность хроматогра- 
о свойствам соединений. С другой 
менять свойства неподвижных фаз, 
› создает большие возможности для выбора 


разделения данной группы соедине- 
ний. 


Эти обстоятельс тва делают возможным применение газовой хроматографии ДЛЯ 


о свойствам веществ (изомеров, изотоп- 
е время метод газо-жидкостной хроматог- 
я очень широкого круга веществ от легких 
нефтяных топлив, триглицеридов жирных 
кислот, летучих производных многих металлов и т.п. [8, 9]. 

Вхимико-токсикологическом анализе метод газо-жидкостной хроматографии приме- 
няют для обнаружения и количественного определения разнообразных лекарственных 
средств, токсичных технических продуктов, наркотических и допинговых веществ, как в 
чистых субстанциях и фармацевтических препаратах, так и в биологических пробах. Осо- 
бенно действенным для этой цели оказываются комбинированные методы, включающие 
газовую хроматографию и масс-спектрометрию (метод хромато-масс-спектрометрии) или 
газовую хроматографию в сочетании с ИК-Фурье-спектроскопией [10-12]. 


9.2. Техника выполнения анализов 


Анализы с помощью метода газовой хроматографии осуществляются с примене- 
нием достаточно совершенных приборов - газовых хроматографов [13]. Общая схема 
такого прибора соответствует описанной в гл. 6, однако источником подвижной фазы 
вместо резервуара с растворителем служит баллон со сжатым газом или парогенератор. 
В некоторых случаях источником газообразной подвижной фазы может служить элек 
тролизер, генерирующий водород путем электролиза воды [14]. ее 

Колонку газового хроматографа помещают в термостат, ВЕ 
анализы при любой температуре от комнатной или более низкой до 350-400° С и зе 
Анализы наркотических и допинговых средств, включающих вещества с и с. 
большой молекулярной массой, обычно проводят притемпературахот 150 до250- 


7 онографий 
Техника газовой хроматографии подробно описана в ряде обстоятельных монограф 
и учебников [15-20] 
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Глава 9. Газовая хроматография... 


Колонки для газовой хроматографии могут представлять собой металлические или 
стеклянные трубки длиной 0,2-5,0 м и более, заполненные инертными порошкообраз- 
ными твердыми носителями с величиной зерен 0,1-0,5 мм, на которые наносят непод- 
вижные жидкие фазы в количестве от 0,1 до 15-20% от массы носителя. В настоящее 
время большую часть газохроматографических анализов наркотических и допинговых 
средств выполняют с применением капиллярных колонок, представляющих собой тон- 
кие трубки длиной 10-100 м и более и диаметром 0,1-0,5 мм, изготовленные из метал- 
лов, стекла, а в последние годы преимущественно из плавленного кварца. На внутрен- 
нюю поверхность этих трубок наносят равномерную тонкую пленку неподвижной фазы 
[21-22]. Приготовление капиллярных колонок представляет собой достаточно сложный 
итрудоемкий процесс [23]. Поэтому в настоящее время в химико-аналитических ла- 
бораториях, занимающихся контролем наркотических и допинговых средств, лишь в 
редких случаях готовят капиллярные колонки, предпочитая приобретать их готовыми 
уфирм-производителей, число которых достаточно велико. 

Впервые десятилетия развития газовой хроматографии были испытаны и рекомен- 
дованы для различных анализов весьма многочисленные и разнообразные по своей 
природе неподвижные фазы, общее число которых превысило 1000 наименований. Од- 
нако с развитием высокоэффективной капиллярной хроматографии число применяе- 
мых неподвижных фаз сильно сократилось. В настоящее время, в основном, используют 
силиконовые полимеры, чаще всего полидиметилсилоксаны, строение которых можно 
выразить следующей формулой: 


сн, | сн, \ сн 


сн,- 9- 0]|- &-О —$1- СН, 


О Ме а 


СЕ: | СВ, СН, 


3 


Часть метильных групп может быть заменена на фенильные, цианопропильные или 
трифторпропильные группы» что придает неподвижным фазам специфические селектив- 
ные свойства, в частности, увеличивая их полярность. При нанесении неподвижной фа- 
зы в нее добавляют небольшое количество сшивающего агента (перекись трет.-бутила 
ити.), что приводит к сшиванию отдельных полимерных цепей и делает неподвижную 
фазу нерастворимой в органических растворителях[24] „Одновременно резко уменьшает- 
сяспособность неподвижной фазы к испарению при повышенной температуре и уносу с 
потоком газообразной подвижной фазы. Важным преимуществом капиллярных колонок 
<0 сшитыми (иммобилизованными) неподвижными фазами является возможность без 
Ухудшения их качества промывать их органическими растворителями (эфиром, хлорис- 
ТЫМ метиленом и др.) при засорении нелетучими компонентами ВАЛИ Е проб. 

Одной из самых распространенных неподвижных фаз в газовой хроматографии яв- 


ляется полидиметилсилоксан‚ имеющий торговую марку ЗА 
локсану полимеры в разное время были доступны под марками Е-301,0\-1,0У-101 (ОУ- 
обозначение фирмы «Огайо Вэлли», США). Обычно эти полимеры» имеющие молекуляр- 

массу от 100 до 500 тыс. а.е.м. представляют собой вязкие жидкости или Бена 
почти бесцветные массы, легко растворимые В бензол» ВЕ 


Все эти полимеры обладают высокой термической устойчи ВОСТЬЮ И ПОЗВОЛЯЮТ работать 
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при температуре колонок до 300-350° С. ый пористые силикатные твердые Носители 
полимеры наносят в количестве от 2 до 10% от массы носителя, а на стенки капилля 
колонок их наносят в виде тонких пленок, имеющих толщину от 0,25 до 1-1,5 мкм, 

Опубликовано большое количество данных по параметрам удерживания Различных 
лекарственных, наркотических и допинговых веществ на колонках с полисилоксановыми 
неподвижными фазами [25-30.]. В одной из наиболее обширных сводок такого Рода при. 
ведены индексы удерживания 480 таких веществ на колонке с полидиметилсилоксаном 
ЗЕ-30 [30]. Эти данные, в основном, были получены на наполненных колонках ДЛИНОЙ 
1,5-2 ми диаметром 2-4 мм, заполненных высококачественными твердыми носителями 
(Хромосорб С, Хромосорб \-НР, Целит), промытыми кислотой и обработанными ли. 
метилхлорсиланом. На дезактивированные таким образом твердые носители наносили 
2-3% полидиметилсилоксана $5Е-30 или Е-301. 

Индексы удерживания опорных веществ измеряли при следующих температурах: 
амфетамин (индекс удерживания 1150) 100° С; дифенилгидрамин (индекс удерживания 
1877) 200° С; диметилхлорпромазин (индекс удерживания 2480) 230° С. Индексы удер- 
живания прочих соединений пересчитывали со всей возможной тщательностью по дан- 
ным о временах удерживания, приведенных в оригинальных работах. Ниже в табл. 9.1 


приведены данные для некоторых лекарственных и наркотических веществ, взятые из 
списка работы [30]. 


Рных 


Таблица 9.1. Газохроматографические индексы удерживания 
некоторых наркотических и лекарственных веществ на колонках 
с полидиметилсилоксановыми неподвижными фазами [30] 
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Глава 9. Газовая хроматография... 


9.2.1. Хроматографические колонки 


азон геометрических размеров и й 

Диап рт о ров и сорбционной емкости колонок, применяемых 

внастояще = еоеаий а атографии, весьма широк. Так как параметры колонки 
ель еляют = 
в значит Беер ‚о —— Ряд конструктивных особенностей прибора рав- 
но каки _ жены дач, современная газовая хроматография разделяется 
и. ы 
на несколь риантов, различающихся конструкцией и параметрами 
колонок. 
ычной 

Наиболее об является колоночная аналитическая газовая хроматография. 
Колонки, ее в этом варианте метода, обычно имеют внутренний диаметр 
2-6 мм, длину от 15-20 см до 6 м и более и изготавливаются из стекла, металлов и 
пласт-масс. Колонка заполняется сорбентом - наполнителем, представляющим собой 
чаще всего инертный твердый носитель, покрытый тонкой пленкой неподвижной фа- 
зы, содержание которой составляет от 0,1 до 25-30% от массы носителя. Увеличение 
диаметра колонки до 30-50 мм и даже 100 мм и более характерно для препаративной 
хроматографии. Аппаратура этой модификации метода имеет устройства для сбора 
разделенных в колонке фракций. Производительность установок для препаративной 
хроматографии: колеблется от нескольких миллиграммов до сотен граммов вещества 
за один цикл. 

Представление о наполненной колонке как о системе извилистых капилляров свнут- 
ренней поверхностью, покрытой пленкой неподвижной фазы, привело к созданию как 
пиллярных колонок, имеющих диаметр 0,03-0,5 мм (до 1 мм) и длину от нескольких 
метров до километра и более. Внутренние стенки капиллярных колонок покрывают 
пленкой неподвижной фазы, толщина которой составляет доли микрона. Это обуслов- 
ливает чрезвычайно малую сорбционную емкость этих колонок, вынуждающую рабо- 
тать с весьма малыми пробами, регистрация компонентов которых возможна только с 
использованием высокочувствительных детекторов, типа пламенно-ионизационного 
(см. ниже). 

Предложен вариант так называемой макрокапиллярной хроматографии, в которой 
используются колонки с внутренним диаметром более 0,5 мм («макрокапилляры»). Эти 
колонки обладают сорбционной емкостью в 10-100 раз большей, чем капилляры обыч- 
ного диаметра, поэтому работа с ними значительно проще. Ниже будут коротко изло- 
жены особенности колонок каждого из перечисленных типов. а 

Наполненные аналитические колонки могут выполняться прямыми, -образными 
или спиральными. Форма колонки зависит от материала, из и она изготовлена, а 
также от размеров и конфигурации термостата хроматографа. При использовании стек- 
лянных колонок довольно затруднительно обеспечить удобноеи р ериеь 
колонки с испарителем, поэтому часто эти две детали объединяют в один узел. Следует 

: и формы во избежание дробления твердого 
отметить, что наполнение колонок сложной Фор Е фитурании 
носител я после придания им нужной конфигурации. 
я должно проводитьс 6 
бентом проводится таким образом, чтобы 
Заполнение аналитических колонок сор 
т упаковку частиц наполнителя. При 
получить б вномерную и плотную 
возможно более ра 6 [33 
31, 32], вращающиеся трамбовки ] ити. 
Этом использ личные вибраторы [31,32], ВР 
уются раз. ости набивки, особенно при заполнении ко- 
Ряде случаев для повышения равномерн 
Он ию или удары сочетают с действием вакуума или, 
ок сложной конфигурации, вибрац 


Наоборот, избыточного давления [34]. 
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Капиллярные колонки представляют собой трубки диаметром 0,03-0,5 мм 
от 2-3 до 1000 м и более, изготовленные из стекла, металлов или пластическ 
внутренняя поверхность которых покрыта равномерной пленкой неподвиж 
зы. 

В последние годы чаще всего используют капилляры, изготовленные из 
го кварца. Процесс разделения веществ в капиллярных колонках отличаетс: 
очередь, отсутствием размывания, обусловленного вихревой диффузией. Те 
лярной хроматографии детально разработана в работах [ 25-37]. 

Подробный анализ имеющихся в литературе теоретических и экспериментальных 
данных, касающихся капиллярной хроматографии, проведен в книгах [22-24]. Основ- 
ной результат этого рассмотрения заключается в том, что наименьшая высота теоре- 
тической тарелки, которая может быть получена при помощи капиллярной колонки, 
близка к диаметру капилляров, так что разделяющая способность капиллярных коло- 
нок резко возрастает с уменьшением диаметра. Для веществ, отличающихся большим 
значением коэффициента Генри, т.е. имеющих большие объемы удерживания, эффек- 
тивность мало зависит от толщины пленки неподвижной фазы, однако требования к 
равномерности толщины пленки, диаметра капилляра и однородности его внутренней 
поверхности весьма высоки. Выполнить эти требования можно только в том случае, 
если материал, из которого выполнен капилляр, обладает очень малой адсорбционной 
способностью, легко смачивается жидкостью, являющейся неподвижной фазой, позво- 
ляет получить капилляр достаточной длины с диаметром, равномерным по всей длине 
в пределах нескольких (2-3) процентов, отличается достаточной термической стойкос- 
тью и химической стабильностью при температуре разделения и не проявляет заметной 
каталитической активности. 

Теория капиллярной хроматографии развита на основе предположения о том, что 
внутренняя поверхность капилляра является идеально гладкой, т. е. при диаметре 
0,2-0,5 мм не имеет неровностей, больших 0,001 мм. Это предположение в общем оправ- 
дывается для стеклянных и пластмассовых капилляров. Металлические капилляры име- 
ют обычно неровную поверхность, что хорошо видно на микрофотографиях. В работе 
[38] было показано, что высокие Числа теоретических тарелок могут быть достигнуты 
с металлическими капиллярами при очень медленном нанесении пленки неподвижной 
жидкой фазы на внутреннюю поверхность капилляров. 

В настоящее время капиллярные колонки выполняются из нержавеющей стали, ме- 
ди и ее сплавов, алюминия, в редких случаях из серебра и золота [39]. В определенный 
период приобрели большое распространение колонки из стекла, однако в настоящее 
время колонки из всех этих материалов вытеснены колонками из плавленого кварца 
[40]. При использовании нейлоновых колонок длиной 1000 м были получены значения 
эффективности, превышающие 1 млн, т.т. 

Для хорошей работы капиллярной колонки большое значение имеет способ обра- 
зования пленки неподвижной фазы. В настоящее время эта операция осуществляется 
методом медленного продавливания через тщательно промытый и высушенный капил- 
ляр 5-15%-ного раствора жидкой фазы в неполярном растворителе при температуре на 
2-3° С меньше его температуры кипения, либо путем испарения растворителя из 

1-3%-ного раствора неподвижной фазы, целиком заполняющего капилляр. Объем 


порции раствора при продавливании составляет 1/2-1/3 объема используемого ка- 
пилляра. 
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№ 
\ Техника приготовления капиллярных колонок подробно описана в книгах [22-24]. 
м Малая величина проб, необходимая при использовании капиллярных колонок, предъяв- 
ь ляет высокие требования к хроматографической аппаратуре. Помимо высокой чувстви- 
м тельности детектора, прибор должен быть выполнен таким образом, чтобы поверхность 
ых и объем дозатора, соединительных коммуникаций и детектора были минимальными. 
\ Ввпротивном случае происходит резкое искажение формы пиков и падение эффектив- 
ности колонки из-за адсорбции веществ на поверхности деталей аппаратуры. Во всех 
4 тазовых коммуникациях не должно быть непродуваемых газом полостей. 
\ Перечисленные особенности приводят к тому, что осуществление процесса капил- 
‚  лярной хроматографии сопряжено с большими трудностями, чем проведение обыч- 
\ ного варианта газовой хроматографии. Значительно проще осуществляется процесс 
ча разделения в случае так называемых макрокапиллярных колонок, имеющих диаметр 
мо, в 3-4 раза больший, чем у капиллярных колонок (1-1,5 мм) при длине 50-150 м. Та- 
"ое кие колонки подчиняются всем закономерностям, свойственным капиллярным ко- 
Нь лонкам, однако вследствие того, что их сечение в 10-15 раз превышает сечение малых 
капиллярных колонок, оказывается возможным во столько же раз увеличить объем 
пробы, что существенно снижает требования к чувствительности детектора и к качес- 
тву других элементов аппаратуры. Эти колонки могут применяться в сочетании с от- 
ОИ носительно менее чувствительными детекторами (по теплопроводности, плотности и 
кнбанх тл.) ваппаратуре для обычной газовой хроматографии. Вместе с тем макрокапилляр- 
НОЯ ные колонки позволяют легко получить величины разделяющей способности порядка 
ео 10000-15 000 т.т., что практически недостижимо при использовании наполненных ко- 
наи лонок обычного диаметра. 
Показано, что в зависимости от скорости газа-носителя макрокапиллярная колонка 
пни" может работать в трех основных режимах. При сохранении линейной скорости газа на 
ый уровне, характерном для обычных наполненных колонок, макрокапиллярная колон- 
в {  Капозволяет существенно сократить время анализа или при неизменном времени на 
ид  10-30°С снизить температуру колонки. Эффективность колонки в этом режиме состав- 
в у ляет до 100-120 т.т/м [41]. 
о’ к) Снижение скорости газа в 3-5 раз позволяет увеличить эффективность примерно 
Вдвое - до 150-200 т. т./м, причем время анализа и температура колонки остаются на 
Уровне, свойственном наполненным колонкам. Наконец, дальнейшее снижение скоро» 
'  СТигаза-носителя в 3—4 раза позволяет перевести колонку в режим «прецизионной» 
ру Хроматографии. При этом эффективность увеличивается еще в 1,5-2 раза, но одно- 
и временно в несколько раз возрастает время анализа. Применение мещан - 
колонок позволяет получать эффективности разделения, превышающие - аи 
при использовании наиболее распространенных приборов с ии ЩЕ. 
о цей системы 1000-2000 мВзмл/итириопустимой‘величине дезленииа входе 
т о п тазохроматографических анализаторов является применение 
Разнообразных высокочувствительных детектирующих систем. 
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9.3. Принципы работы основных типов детектирующих 
систем в газовой хроматографии и методы расчета 
поправочных коэффициентов 


Переход от хроматографических процентов к истинным ый ИЛИ МОЛ 
требует знания пересчетных, поправочных м ак было указано в ту, 6, 
такие коэффициенты могут быть определены методом абсолютной калибровки, д, 
ко трудоемкость этого способа побуждает искать другие пути для получения Точной 
количественной информации. Одним из таких возможных путей являются поиски за. 
кономерностей, связывающих сигнал детектора какого-либо определенного типа и фи. 


ЪНЫМ) 


зико-химические свойства детектируемых соединений. Здесь мы ограничимся рРассмот- для таю Ч 
рением методов расчета коэффициентов, переводящих величины хроматографических те наре 
процентов в весовые(массовые) или мольные концентрации, т.е. компенсирующихраз- арк 9.1. 
личия в величине сигнала детектора, определяемые принципом работы последнего и рольшое я 
индивидуальной природой детектируемых веществ. В настоящее время наиболее часто звипоправ 
применяют следующие дифференциальные детекторы. пудетекторс 

9.3.1. Детектор по теплопроводности пощадь и 

Принцип действия детектора по теплопроводности, или, как его часто называют, НиМОЛЬНОМ 
катарометра, основан на том, что теплоотдача с поверхности проволоки, нагреваемой те мольны: 
электрическим током, в основном определяется теплопроводностью окружающей компоненте 
среды. Теплопроводность парогазовых смесей является функцией состава, поэтому ние Фейтта 
появление выходящего из колонки компонента вызывает изменение температуры ных фаз ле 
проволоки, находящейся в потоке газа-носителя. С изменением температуры ме- ривой пре 
няется сопротивление, а несложная мостиковая схема преобразует это изменение - 10 мо 
е а сигнал, пропорциональный концентрации вещества в газе-носи- фаза 
теле : чес 

Не останавливаясь подробно на анализе работы электрической схемы, укажем толь- м Не. 
ко» что сигнал детектора по теплопроводности связан с основными его рабочими пара- "Щате 
метрами следующей формулой: |. ты 


Е=аВ, 


где Е, - сопротивление проволоки п 
ления; Л), - изменение теплопров 
1_ ток накала. Из этой формулы в 
чем больше разница в теплопроводностях газа- 
та, чем выше температурный коэф 
больше сопротивление проволоки. 

При прочих равных условиях 
но третьей степени тока накала. 


(9.1) 





распространение. 
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Рис. 9.1. Конструкция детектора по теплопроводности 
(катарометра) полудиффузного типа 





Детекторы по теплопроводности конструи- 

м руются так, чтобы изменения скорости газа-носителя оказывали возможно меньшее 

о влияние на результирующий сигнал. Одна из наиболее удачных конструкций показана 
№ — нарис.9.1. 

* Большое число теоретических и экспериментальных работ, связанных с определе- 
нием поправочных коэффициентов, выполнено применительно именно к этому ти- 
пу детекторов. В ряде работ, часть из которых обсуждается далее, было показано, что 
площадь пика, записанного при помощи катарометра, обычно не соответствует точно 

ГО ЧАСТО ваза ни мольному, ни массовому содержанию компонента. Попытка использовать в качес- 
ОКН тве мольных поправочных коэффициентов величины, обратные теплопроводностям 
ЛЬЮ риши — компонентов смеси, не увенчалась успехом [43]. Более удачным оказалось предложе- 
сосал" — ние Фейша и Энгельгарта [44], считавших, что при использовании в качестве подвиж- 
ение тем ных фаз легких газов с большой теплопроводностью (водород, гелий) площади под 
„омлет кривой пропорциональны произведению &МЗ*, где $ - количество вещества в молях, а 

М - его молекулярная масса. В то же время отношения молекулярных масс в степени 
413 оказались удачными поправочными коэффициентами, переводящими хроматогра- 
фические проценты в массовые. Определенные таким образом коэффициенты оказа- 
хо лись близкими к величинам, экспериментально определенными для углеводородов [45]. 
у 


(емЫ ний Втщательно выполненных работах [46,47] было показано, что для одного гомологичес- 
ой Кого ряда имеет место зависимость: 
я 1 =А+ВМ (9.1) 
| га 


и где коэффициенты Аи В для одного ряда постоянны. Из экспериментальных данных 

и к были найдены эти коэффициенты для большого числа рядов. При этом оказалось, что 

ве и эффициент А для разных рядов различается в 5-7 раз, тогда как В остается приблизи- 
тельно постоянным. При применении гелия и водорода коэффициенты А и В не зависят 

и к концентрации компонентов в весьма широком интервале, от рабочей температуры, 


ат. 
„я акже от типа и конструкции катарометра. 


и Рименение в качестве газа-носителя азота делает расчет поправок почти невоз- 


МОЖным. 
р И т Некоторые авторы пытались обосновать теоретически расчет поправок по значениям 
Г “Плот: й тности их паров [49]. Наиболее удачны- 
Роводностей компонентов [48] и по пло 
| 4 казалис: 50], в которой было показано, что теплопроводность 
ня сме ъ результаты работы [50], теплое 
о ни, аза-носителя и примеси связана с ее концентрацией, теплопро» а сред 
й Лиаметрами молекул газа-носителя и примеси. Считая средний диаметр молекул 
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ным сумме диаметров ее фрагментов, Литтлвуд использовал найденные в работе 

ав 

Пе фрагментов для расчета поправок, весьма точно совпавших с определе 
ого ряда А к 

ми экспериментально. Показано [51], что для гомологического ряда А(СН,) -Н 


место соотношение 


ННЫ- 
имеет 


р 2 
42=ах +п4си, КМА+14т) (93) 
где, 4 „Ан - средние диаметры молекулы и составляющих ее функциональной труппы 
2 
А и метиленовой группы СН» а М, - молекулярная масса группы А. Эта зависимость 
существенно облегчает расчет поправок по методу Литтлвуда. 

В ряде случаев, особенно при применении азота, а также при высокой температуре 
нитей детектора наблюдается инверсия пиков, что, по-видимому, связано с изменением 
теплоемкости газовой смеси. 

Таким образом, из изложенного ясно, что простого и точного способа определения 
поправок для детектора по теплопроводности пока не существует. Наиболее удобным 


для практических целей является использование приведенных выше уравнений или 
соотношения 


к.-[м ь 
т 
М; 
Сигнал детектора по теплопроводности линейно увеличивается с уменьшением ско- 
рости газа. Это заставляет вводить дополнительные поправки при работе с переменной 


скоростью газа, например, при изменении температуры колонки при постоянном дав- 
лении на ее входе. 


М; | 3/4 


Кроме того, некоторое увеличение скорости, возникающее при выходе хроматогра- 
фической зоны из колонки, также приводит к понижению чувствительности катароме- 
тра (так называемый эффект поднятия) [45]. 

При этом возникают дополнительные погрешности, которые, однако, существенно 
меньше индивидуальных отличий различных веществ и поэтому должны учитываться 
лишь при очень точных количественных определениях. 

Привлекательной возможностью обойти затруднения, связанные с определением 
поправочных коэффициентов для катарометра, является применение так называемых 
конверсионных методов детектирования. При этом после колонки помещают реактор» 
в котором осуществляется конверсия всех выходящих из колонки веществ в какое-ли- 
бо одно, которое и регистрируется детектором. Наибольшее распространение получи- 
ла конверсионная система, в которой определяемые компоненты в токе азота сжигают 


на окиси меди при температуре 750° С до СО, и воды; последнюю восстанавливают на 
металлическом железе при температуре 800- 


ют после поглощения СО, щелочью [52] 


затора перевести определяемые компо- 
рирован детектором [54, 55]. Все спосо- 
т к тому, что детектор регистрирует газ, 
т газа-носителя. Из каждого моля опре- 
молей продукта конверсии, поэтому при- 
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менение конверсии позволяет резко повысить чувствительность детектирующего ус- 
т ойства. Добавочное повышение чувствительности можно получить, увеличивая ток 
накала нитей, так как большая устоичивость продуктов конверсии (СО.,Н,, СН.) поз- 
воляет не опасаться явлений крекинга и пиролиза, ограничивающих температуру нитей 
при обычном варианте детектирования. По данным работы [56], применение конвер- 
сии до СО, позволило повысить чувствительность детектирующей системы со 150 до 
2500-3000 мВ мл/ мг по н-гексану. 

Количественная обработка хроматограмм существенно облегчается, так как градуи- 
ровочными коэффициентами являются величины, обратно пропорциональные содер- 
жанию водорода (при конверсии до Н,) или углерода (при конверсии в СО,) в опреде- 
ляемых веществах: 





Кь= (9.5) 


гдеМ- молекулярная масса определяемого вещества, а и, - число атомов, образующих 
продукт конверсии в его молекуле. Состав смеси может быть также рассчитан по сле- 
дующей формуле: 
ре 5$;/Рых 100 (9.6) 
Е. . 
х5;/Рь 
тде 5, - площади пиков, а Р‚, - процентное содержание атомов, образующих продукт кон- 
версии в молекуле компонента 1. Следует указать, что применение конверсионных мето- 
дов позволяет термостатировать детектор при комнатной температуре, что значительно 
повышает его стабильность и облегчает работу при переменной температуре колонки. 


9.3.2. Ионизационные детекторы 

Обширная группа детектирующих устройств основана на измерении электрического 
тока электронного или ионного характера, возникающего в результате ионизации пос- 
тупающих в детектор органических молекул. Это возможно вследствие того, что углерод 
обладает относительно низким потенциалом ионизации, равным 11,26 эВ, что позволяет 
разнообразными способами осуществить отрыв внешних электронов. 

Существует два основных способа ионизации органических молекул: ионизация в 
пламени и ионизация действием возбужденных до метастабильного состояния ато- 
г инертных газов (аргона, гелия и др.). Этот процесс называют эффектом Пеннинга 

Детекторы, использующие ионизацию метастабильными инертными атомами, разли- 
чаются между собой способами возбуждения инертного газа. Для этой цели используют 
1алучение радиоактивных изотопов, действие тлеющего разряда [58] радиочастотный 
Разряд [59], действие ультрафиолетового света [60] и др. Наибольшее распространение 
Вэтой группе детекторов получили детекторы с радиоактивными изотопами, впервые 


Предложенные в работе [61]. Схема такого В-ионизационного детектора с радиоактив- 


н 
ЫМ изотопом криптона представлена на рис. 9.2. 


первом ионизационном детекторе источником ее излучения яв- 
ЛЯлся изотоп $19. Большой период полураспада этого изотопа ы еспечивает высо- 
КУЮ стабильность детектирующей системы. Однако присущее 5” жесткое |-излуче- 


я астности, при радиоактивности 
требует соблюдения мер предосторожности. Вч ‚ при р: 
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Рис. 9.2. Аргоновый микродетектор с радиоактивным 


криптоном: ] та! 

1и3- изоляторы; 2 — фиксирующее кольцо; отующим инкремен 

4 - уплотнительная прокладка; 

5 - корпус; 6 - подвод вспомогательного потока аргона; | 33 Пламенно-ион! 

7 - ускоряющий электрод; 8 — полость с радиоактивным Е у . 

криптоном, закрытая никелевой фольгой толщиной 25 мкм; (унованный на иониз: 

9 - коллекторный электрод; 10 — основание детектора; ‘ау электродами, к ко” 

11 - капиллярная колонка енот ониЗациони 

11 
Кижений тазовой хром 

источника 200 мКюри какие-либо манипуляции с детектором, вынутым из защитного в 
свинцового контейнера, не должны были проводиться в течение времени, большего 9 







4 ч в неделю. 


Разработан детектор с использованием прометия-147. Мягкое В-излучение прометия 
и отсутствие /-излучения полностью устраняют возможность радиационного пораже- 
ния, однако малый период полураспада прометия (от двух до 18 лет для разных изотопов) 
приводит к заметному изменению его чувствительности даже на протяжении коротких 
отрезков времени [62]. 

Сигнал ионизационного детектора обычно не зависит от температуры и скоро- 


сти газа-носителя. Почти не влияют на его показания и особенности конструктивного 
оформления. В сочетании с высокой 


сти различен для разных гомологических рядов [61]. Для 
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чные результаты получены в работе [63].В этой работе предложена для определе- 


Аналоги > ь : 
ния относительной мольной поправки (по пеларгоновой кислоте) следующая формула: 
1 
К. 25 - 1,41 (9.7) 


Влитературе имеются довольно многочисленные экспериментальные данные о по- 
правочных коэффициентах различных классов соединений, например [64, 65]. 

Если при работе с В-ионизационным детектором не пользоваться в качестве носите- 
ля инертным газом, чувствительность детектора резко падает до уровня, характерного 
для катарометра, однако линейность детектора в этом случае улучшается. Поправочные 
коэффициенты, в этом случае зависят только от молекулярных масс и сечений иони- 
зации газа-носителя, стандартного и определяемого компонентов, так что их можно 

ть вычислить заранее. 

При исследовании работы такого детектора установлено, что сечения ионизации 

о: могут быть вычислены для каждого соединения по принципу аддитивности по соот- 
ветствующим инкрементам [66]. 


9,3.3, Пламенно-ионизационный детектор 

ТОН Основанный на ионизации молекул органических соединений в пламени водорода 
их между электродами, к которым подводится постоянное напряжение (рис. 9.3), метод 
пламенного ионизационного детектирования является одним из самых выдающихся 
достижений газовой хроматографии. Впервые пламенно-ионизационный детектор был 


9 11 12 





Рис. 9.3. Конструкция пламенно-ионизационного 
детектора, использовавшегося в лаборатории автора: 
1 - корпус; 2 - кварцевая горелка; 3 - уплотнение; 

4 - гайка; 5 — металлический экран; 6 - спираль для 
поджигания пламени, 7 — коллекторный сетчатый 
электрод; 8 - крышка; 9 — электроразъем для 
соединения с электрометрическим усилителем; 

10 изоляторы; 11 — поляризующий электрод, при 
поджигании пламени являющийся выводом спирали 
поджига; 12 — второй вывод спирали поджига 





Газ-носитель из колонки 
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описан в 1958 г. [67]. В том же году появилось сообщение МакВильяма и Дьюара| 68 
исключительно высокой чувствительности такого детектора, достигающей 10% мв Мл 
В настоящее время имеются многочисленные конструкции датчиков пламенного ОНИ. 
зационного детектора. Конструктивные усовершенствования детектора направлены на 
повышение устойчивости горения, автоматизацию зажигания пламени, улучшение изд. 
ляции электродов. Показания пламенно-ионизационного детектора зависят от структур- 
ных особенностей детектируемых веществ, а также от деталей конструкции детектора 
(формы и размеров электродов, расстояния между ними, конфигу-рации выходного 
отверстия горелки и т. п.) [69]. Режим работы детектора: напряжение на электродах, 
скорости газа-носителя, водорода и воздуха, подаваемого для поддержания горения, 
также оказывают значительное влияние на величину его отклика. 

Относительно небольшое число работ, касающихся вопросов количественного анализас 
помощью пламенно-ионизационного детектора, к сожалению, не свободно от противоречий, 
В ряде работ [70-72] содержатся утверждения, что хотя сигнал детектора в общем увели- 
чивается с увеличением числа атомов углерода в молекуле, атомы, связанные с кислородом, 
азотом или галогеном, не увеличивают сигнал, так как в горении не участвуют [73]. 

Предлагают вводить поправки, зависящие от времени удерживания, и рассчитывать 
площади пиков по уравнению: 


$=1,(А,+В) (9.8) 


где Аи В - постоянные, различные для разных колонок. Пожалуй, наиболее простым 
является предложенное в работе [74] соотношение: 


К, = М, пя (9.9) 
М; п, 
Умножив числитель и знаменатель на 1200, получим: 
ее (9.10) 
%С; 


: 

Резюмируя все изложенное о количественном анализе с помощью пламенно-иони- 
зационного детектора, можно сказать, что в случаях, не требующих высокой точности, 
его отклик можно полагать пропорциональным содержанию в анализируемом веществе 
углерода. При этом атомы углерода, входящие в состав карбонильных, карбоксильных 
ацетальных и ортоэфирных групп, при вычислении содержания углерода учитываться 
не должны. При наличии в молекулах определяемых веществ гетероатомов, а также при 
необходимости получения более точных результатов нужно определять индивидуальный 
отклик детектора на применяемой аппаратуре для каждого вещества. 


9.3.4. Термоионный детектор 


Интересной модификацией пламенно-ионизационного детектора является так назы^ 
ваемый термоионный азотно-фосфорный детектор [75].Это пламенно-ионизационный 
детектор, в котором сопло горелки выполнено из специальной керамики, содержащей 
соль щелочного металла. В других конструкциях детектора вблизи пламени помеща- 
ют нагреваемую миниатюрным электронагревателем бусинку из стекла, содержащего 
рубидий или цезий. Присутствие в пламени ионов натрия, калия, рубидия или цезия 
обусловливает специфическую чувствительность детектора к веществам, содержащим 
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Рис. 9.4. Электроннозахватный детектор: 
— анод; 2 - сетка; 

3 - радиоактивный источник; 4 - катод; 

5 - фторопластовый изолятор 





азот и фосфор. Детектор применяется для оценки содержания лекарственных препа- 
ратов в биообъектах, азотистых и фосфорорганических соединений, ядохимикатов в 
сельскохозяйственной продукции. Азотно-фосфорный детектор позволяет регистри- 
ровать пикограммовые количества веществ, однако линейность его невелика, а отклик 
кразличным веществам изучен недостаточно. 


9.3.5. Электроннозахватный детектор 


Электроннозахватный детектор основан на следующем принципе. Радиоактивный 
В-излучатель с низкой энергией излучения (тритий, прометий, никель-63 и др.) помещается 
впространстве между электродами, создающими слабое электрическое поле (напряжение 
3-10 В). Между электродами возникает ток, обусловленный электронной проводимостью. 
При попадании в пространство между электродами атомов и молекул с большим сродс- 
твом к электрону (галогены, металлорганические соединения) происходит захват этими 
молекулами электронов с образованием тяжелых ионов, что вызывает резкое снижение 
тока [76].Высокая чувствительность и избирательность действия обусловили узкую сферу 
применения этих детекторов, которые используются для определения следов антидетона- 
торов в моторных топливах, пестицидов в различных биологических продуктах, полицик- 
лических углеводородов в объектах окружающей среды и др. (рис.9.4) [77-80]. 

Введение атома галогена в молекулу подлежащего определению органического вещества 
позволяет с помощью электроннозахватного детектора избирательно детектировать это 
вещество и таким образом регистрировать его на фоне большого количества мешающих 
определению примесей. Примерами такого применения электроннозахватного детектора 
могут являться анализы стероидных гормонов и аминокислот в форме их триф-тораце- 
тильных производных [81].Важной сферой применения электроннозахватного детектора 
является газовая хроматография летучих хелатных комплексов металлов. 


9.3.6. Микрокондуктометрический врет 6 
Микрокондуктометрический детектор предложен в з о ых и методику работы 
[83]. Существенные усовершенствования в и Е корни. на рис. 9.5. 
с Ним внесли Дийкстра и сотр. [84]. Конструкция ды в миниатюрную кон- 

ыходящий из хроматографической колонки р БН соединений она пред- 
версионную ячейку (2). В случае детектирования о мм и диаметром 1-2 мм, 
ставляет собой трубку из нержавеющей стали длино о 750-800° С. Образующийся 
Заполненную мелкими зернами окиси меди и нагретую д 


При окислении выходящих из колонки 
Эсвобожденной от ионов пропусканием через 
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вода — —\ 


Ру 


5 
2 
| Рис. 9.5. Схема электрокондуктометричес- 
кого детектора: 1 - колонка с ионобменной 
газ смолой для очистки воды; 2 - реактор с оксидом 
из колонки 
З 


меди для сжигания веществ, покидающих 
|! | хроматографическую колонку; 


3 - микрокондуктометрическая ячейка; 
1-я 4 4- электрокондуктометр; 5 — самописец; 


6 - слив избытка воды; 7 — фазоразделитель 


Расход воды обычно не превышает 20-30 мл/час. В полости 
деление воды от газа-носителя, 
тие. Содержащая СО, вода прох 
ее электропроводность. 
Чувствительность этого детекто 
низационных детекторов, 
простота, надежность и о 


датчика (3) происходит от- 
который покидает детектор через специальное отверс- 
одит в канал между двумя электродами, где измеряется 


ра оказывается сравнимой с чувствительностью ио- 
так что он может применяться с капиллярными колонками, а 
тсутствие радиоактивных источников, высоких напряжений 
и открытого пламени делают этот детектор особенно привлекательным. Поправочные 
коэффициенты при работе с таким детектором оказываются, как и в случае детектора 
по теплопроводности с конверсией, величинами, пропорциональными содержанию уг- 
лерода в регистрируемых компонентах. 

В некоторых случаях микрокондуктометрический детектор может использоваться 
и для анализа неорганических веществ. Так, изотопы водорода детектировали, заменив 
нагретую трубку с оксидом меди на трубку с нанесенным на асбест хлоридом палладия 
при комнатной температуре [85]. Покидающие хроматографическую колонку разделен- 
ные изотопы водорода при этом количественно превращались в НС и ОС] что обеспе- 
Зивало очень высокую чувствительность детектирующей системы. 

Существует большое число других детектирующих устройств, распространенных 
значительно меньше. В ряде монографий и обзоров имеются обширные сводки попра- 
вочных коэффициентов многих веществ для различных типов детекторов [86-90]. 

Ниже на рис. 9.6-9.10 приведены типичные примеры определения лекарственных, 


т средств и допинговых веществ с помощью метода газовой хроматогра- 
ии [91-95]. 













Весьма важной особенностью м 
ость разделения и количественног 
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етода газовой хроматографии является возмож- 
‘о определения оптических изомеров различных ле- 
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Рис. 9.6. Хроматограмма 

смеси барбитуратов в форме 
свободных кислот на колонке 

с 3% полисилоксана О\-17. 
Программирование температуры 
колонки от 150 до 260° С со скоростью 
нагрева 8 град/мин. Обозначение пиков: 





1 - барбитал; 6 - циклобарбитал; 

2- амобарбитал; 7 - клофелин; 

3 - пентабарбитал; 8 - гексамидин; 

4 - секобарбитал; 9 - гидроксифенобарбитал 


5 - фенобарбитал; 


0 10 20 
время удерживания, мин 


22 


10 | 18 


—— М7 


5 7,5 о я у } 
время удерживания, мин 


иметических аминов: 1 — фенилэтиламин; 2 - амфетамин; 
флурамин; 6 - мефентермин; 7 - катинон; 
-Фенилпропаноламин: 9_ меткатинон; 10 — никотин; 1 1 - эфедрин; 12 к рии 
=. фенметразин; 14 - фендиметразин; 15 — метилендиоксиамфетамин; 16, 1 я мет, 
етилендиоксиэтиламфетамин; 19 — 4-метил-2,5-диметокси-амфетамие: ы Г, р $ 
бензфетамин. Кварцевая капиллярная колонка длиной 30 м и даметром 9, одвижной 


аЗой ВЫ-БАтиле (фирма «Рестек», США), толщина пленки 0,5 мкм; программирование температуры 


0т 100 до 310 С со скоростью нагрева 10 град/мин. Деление потока на входе 1:45 


Р! 
ге 9.7. Хроматограмма смеси симпатом 
Фентермин; 4 — метамфетамин; 5 - фен 


213 








> у ств 
Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых средст 
им 5 































4 Рис. 9.8. Хроматограмма смеси каннабиноидов 8 Форме 
1 - триметилсилильных производных, полученная на кварцевой 
капиллярной колонке длиной 15 ми диаметром 0.25 
мм с неподвижной фазой ВХ-5 (фирма «Рестек», США): 
программирование температуры колонки от 50 до 225: С 
со скоростью 30 град/мин и далее до 325°С со скоростью 
нагрева 10 град/мин; газ-носитель гелий, линейная 
7 скорость 40 см/с при 50`С; объем пробы 1,0 мкл раствора, 
содержащего 100 мкг/мл каннабиноидов. Обозначение 
пиков: 1 — каннабидиол; 2 — Де-тетрагидроканнабинол: 
3- Д'тетрагидроканнабинол; 4 - каннабинол: 
5-1 1-окси-ДЗ-тетрагидроканнабинол; 
6-1 1-нор-Дз-тетрагидроканнабинолкарбоновая кислота; 


1 12 13 14 15 7-1 1-нор-Дв-тетрагидроканнабинолкарбоновая кислота 
240”"С2 
время удерживания, мин 
1 240°С 
а б 2 





248*С 
1 





10 8 6 4 2 0 Мин. 


10 8 5 4 2 о 
время удерживания, мин 


Рис. 9.9. Хроматограмма противос 
(а) хроматограмма 0,1 %-го раств 


Я го раствора смеси опийных алкалоидов. 
Наполненная колонка длиной 0,3 м с 5% полисилоксана на Инертоне М АМ/; 1 — н-бутанол; 


2 


Рис. 9.10. Хроматограмма смеси природных 
стеринов, полученная в потоке парообразной 
подвижной фазы (водяного пара). Колонка 
длиной 2 м с 5% полисилоксана ХЕ-60 

на Хроматоне М; температура 220°С, давление 
| пара 0,13 кг/см:: 

| т 65854 Зо 1 к Нан 2- холестерин; 


время удерживания, мин 3 - стигмастерин; 4 — диосгенин. 
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(+/-) пайчоте 






Рис. 9.11. Хроматограмма смеси двух оптических 
изомеров талидомида. Кварцевая капиллярная 
колонка размером 30 мх 0,32 мм; хиральная 


неподвижная фаза В{-БОЕХс${; толщина пленки 
Е Ш ра ри сы : 
0,25 мкм; программирование температуры 


20 25 колонки от 200 до 230°С со скоростью 1 град/мин. 
время удерживания, мин. Газ-носитель водород; линейная скорость 80 см/с 


карственных и наркотических веществ, во многих случаях без перевода их в какие-либо 
производные. Это достигается путем введения в состав неподвижной фазы оптически 
активных компонентов, например, циклодекстринов или их производных. Важность 
этого вида анализов продиктована тем обстоятельством, что разные оптические изоме- 
ры многих физиологически активных соединений, будучи практически идентичными 
по своим химическим свойствам, значительно различаются по своей биологической 
активности. Так, например, аминокислоты, из которых построены белки высших ор- 
танизмов, в том числе и человека, представляют собой левовращающие изомеры, тогда 
как их правовращающие антиподы вообще не усваиваются организмами. 

Сильно различается биологическая активность разных оптических изомеров многих 
лекарств, гормонов, простагландинов, ферментов и других жизненно важных химических 
соединений. Это объясняет значительный интерес, который проявляется в настоящее 
время к проблеме анализа и разделения смесей оптических изомеров в самых разнооб- 
Разных областях фармации, медицины, биохимии и химической технологии. 

Трагическим примером разного биологического действия оптических антиподов яв- 
ляется седативное и снотворное лекарственное средство Талидомид. Этот препарат был 
предложен в шестидесятые годы как хорошее успокаивающее средство для беременных. 
Однако оказалось, что один из двух оптических изомеров Талидомида, получавшийся 
вместе с другим, полезным изомером по принятой в то время технологии его синтеза, 
Обладает сильным тератогенным действием, что привело к многочисленным случаям 
Врожденных уродств новорожденных, матери которых употребляли это лекарство. 

В дальнейшем технология получения этого вещества была изменена таким образом, 
Что его продажные фармацевтические препараты стали содержать только один полез- 


НЫЙ изомер [96, 97] . 

> я Рис. 9.11 приведена типичная хромат 

РЫ старой технологии, когда при синтезе © 
ных количествах. Условия анализа указаны в под 


ограмма образца Талидомида, полученно- 
бразовывались оба оптических изомера в 
писи к рис.9.11 [92]. 
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9.3.7. Сочетание капиллярной газовой хроматографии 
с масс-спектрометрией 

Особое значение для определения наркотиков и допинговых средств имеют Масс. 
спектрометрические детекторы, позволяющие не только зарегистрировать с ВЫСОКОЙ 
чувствительностью выходящие из хроматографической колонки компоненты, но и по. 
лучить информацию о составе и строении этих веществ. Понятно, что это имеет особое 
значение при анализе наркотических и допинговых веществ, особенно когда требуется 
доказать их присутствие в изучаемом объекте анализа [10, 11, 23, 24, 96-100]. 

Масс-спектрометры используются в качестве детекторов в газовой хроматографии 
уже более 30 лет. Современная комбинированная система ГХ-МС позволяет проводить 
анализ сложной смеси из 25 компонентов в течение 30 мин. Хромато-масс-спектрометр 
позволяет охарактеризовать полученный в результате анализа газохроматографичес-кий 
пик соответствующим масс-спектром, сравнив этот спектр со спектром из библиотеки 
спектров, хранящейся в базе данных. Система обработки данных позволяет сравнить 
стандартный спектр известного соединения с неизвестным спектром. Возможности 
хромато-масс-спектрометрии обусловлены сочетанием разделительной способности 
газовой хроматографии, идентификации анализируемых соединений по специфичес- 
ким масс-спектрам и количественной оценки по площадям пиков. 

Популярность масс-спектрометров как детекторов для газовой хроматографии в 
первую очередь вызвана тем, что использование гибридного метода позволяет полу- 
чать большое количество специфической информации. По сравнению с другими де- 
текторами масс-спектрометр более универсален, а получаемая сего помощью инфор- 
мация характеризуется большей специфичностью. В отличие от других детекторов, 
чувствительных лишь к определенным классам соединений (так, электроннозахватный 
детектор чувствителен только к галогенсодержащим соединениям, а пламенно-иони- 
зационный - к углеводородам), масс-спектрометр позволяет детектировать любые 
органические соединения. Различие между другими детекторами и масс-спектромет- 
Ром состоит в том, что в последнем детектирование осуществляется в соответствии 


с массой молекулы, т.е. с тем физическим свойством, которое присуще всем органи- 
ческим соединениям. 


Масс-спектр состоит из отдельных полос, 
ному содержанию отдельных ионов анализир 
ионы несут информацию о молекулярной мас 
ментах исходной молекулы. По таким специ 
на атомной структуре, охарактеризовать молекулу анализируемого соединения. 

Масс-спектрометр состоит из 4 основных частей: 1) ионного источника; 2) анализа- 
тора масс; 3) детектора и 4) системы управления и обработки данных (рис. 9.12). 

Ионный источник. Для получения ионов в масс-спектрометрах наиболее часто ис- 
пользуется ионизация посредством электронного удара или химическая ионизация. До 
настоящего времени большинство масс-спектров получали с использованием иониза- 


ции электронным ударом. На Рис. 9.13 представлена схема ионного источника элект- 
ронного удара. 


Анализатор масс. 


высота которых соответствует относитель- 
уемого соединения как функции массы. Эти 
се и наиболее электронно-стабильных фраг- 
фическим фрагментам можно, основываясь 


Для разделения ионов, образовавшихся в ионном источнике, ис- 
пользуются анализаторы масс шести основных типов: 1) магнитные, 2) электроста- 
тические, 3) времяпролетные, 4) ионно-циклотронного резонанса, 5) квадрупольные, 
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№ 

м Рис. 9.12. Схема масс-спектрометра с ионным источником электронного удара, квадрупольным 
то ль анализатором масс и электронным умножителем непрерывного типа 
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.. о" Рис. 9.13. Ионный источник электронного удара для ЕНиР а парообразны: ку. 
и выходящих из газохроматографической 

{ 
ий) ализаторы (рис. 9.14). 
м |“ рн Ни наехал рем ные. вы- 
р й Разделение в них ионов осуществляется за счет различного п 
РЯ сокочастотного и постоянного тока. ь 
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} омбинированное высокочастот 

й четырех электродов, вынуждает 
и Пряже = одаваемое на систему 

и оны кт счастотой этого поля. При определен- 
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1 й, ных величинах У, О, в выходную щель масс-а ; 
и 7 С определенной массой т, отвечающей условию: 
в т=ай/, : 

и ны с отличными массами будут двигать- 
‚и ь Щеа- некоторая постоянная прибора. Все - едет ких нейтрализации на олек- 
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Коллектор 
ионов 


5 


И=М+И, сова 






Входное 
отверстие 


Рис. 9.14 Схема квадрупольного масс-анализатора 


Детектор. В масс-спектрометрах использ 
ибольшее распространение получили элект 
и непрерывного динодного типов. Оба эт: 
усиления (до 107), что позволяет детектировать чрезвычайно малые ионные токи. 


Зная массы и относительные количества образующихся ионов, 
ределенные заключения о химической ст 


ществить его идентификацию. 


Так, например, масс-спектрометрический анализ проб, содержащих очень сильно- 
действующее наркотическое вещество диэтиламид лизергиновой кислоты (ЛСД), поз- 
воляет зафиксировать сигналы молекулярного иона с молекулярной массой 324 а.е.м.и 
ионы двух характеристичных продуктов его фрагментации, связанных с отщеплением 
диэтиламидной и диметиламинной групп с массовыми числами 223 и 281, соответс- 
твенно (схема 9.1). Наличие этих ионов в масс-спектре в их определенном соотношении 
позволяет однозначно идентифицировать ЛСД в анализируемой пробе [103]. 


уют различные типы детекторов, однако на- 
ронные умножители дискретного динодного 
их устройства обеспечивают высокие значения 


можно сделать оп- 
руктуре исследуемых соединений, то есть ос- 
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Схема9.1 
150 200 250 300 350 600 
Рис. 9.15. Масс-спектр ЛСД, зарегистрированный 


в режиме электронного удара. 
Цифры на графике - величины т/2 
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В рамках этой книги нет возможности более подробно остановиться на вопросах 
стройства и применения хромато-масс-спектрометров - наиболее мощных из ныне 

ествующих средств анализа органических веществ. Эти вопросы подробно рассмот- 
еныв целом ряде руководств и монографий, из которых здесь могут быть упомянуты 
ль несколько наиболее доступных читателям [96-100]. 

Следует подчеркнуть, что метод масс-спектрометрии в настоящее время широко 
п именяют в сочетании не только с газовым, но и с жидкостным вариантом хромато- 
трафии, что еще более расширяет его огромные аналитические возможности. 

Ниже приведены несколько показательных примеров применения этих мощных 
аналитических методов для определения лекарственных, наркотических и допинговых 
средств В образцах различной природы, которые, по нашему мнению, могут дать за- 
интересованному читателю представление об исключительно широких возможностях 
этого мощного химико-аналитического метода (рис. 9.15-9.24) [101-108]. Последний 
изэтих примеров (рис. 9.24) показывает возможность прямой идентификации с помо- 
щью хромато-масс-спектрометрии активных компонентов в образцах наркотических 
средств, обращающихся в нелегальной продаже, что в ряде случаев дает возможность 
установить источники их поступления на рынок. 

Большинство наркотических и допинговых средств имеют весьма характер- 
ные масс-спектры, позволяющие уверенно идентифицировать подлежащие кон- 
тролю соединения. В качестве примера в табл. 9.2 приведены основные сигналы 
масс-спектров нескольких наркотиков, встречающихся достаточно часто. Сигналы 71/2 од- 
нозарядных ионов, образующихся при ионизации электронным ударом (энергия электронов 
70 эВ), приведены в порядке убывания интенсивности. Обычно в этих спектрах наиболее 
интенсивен сигнал молекулярного иона, а также присутствуют сигналы ионов с массой на 
единицу большей и на единицу меньшей массы молекулярного иона. Первые образуются в 
результате протонирования исходной молекулы, а вторые - в результате отрыва протона. 


3 8 
4 18.14 23.15 
15.10 





25 50 75 100 12,5 15.0 17,5 20,0 22,5 25,0 27, 


Рис время удерживания, мин 

по ыы Хроматограмма нелегально распространяемого препарата героина, зарегистрированная 
_ПОЛнОМу ионному току масс-спектрометра: 1 - парацетамол; 2 — кофеин; 3 - дибазол; 4 - морфин; 
ацетилкодеин; 6 — моноацетилморфин; 7 — хлороквин; 8 — ‘диацетилморфин (героин) 
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20 22 24 
время удерживания, мин 


Рис. 9.17. Хроматограмма смеси компонентов экстракта табака, зарегистрированная по полному 
ионному току. Хроматограф НР-6890 с масс-селективным детектором РЗ-5973 (фирма «Хьюлетт- 
Паккард», США); кварцевая капиллярная колонка длиной 30 м с полисилоксановой неподвижной 
фазой ОВ-5т$ (толщина пленки 0,25 мкм), температуру колонки изменяли по следующей 
программе: 40° С 1 мин; нагрев со скоростью 20 град/мин до 160° С; выдержка 1 мин; нагрев со 
скоростью 4 град/мин до 200° С; выдержка 1 мин; нагрев со скоростью 15 град/мин до 260° С; 
выдержка 21 мин. Газ-носитель - гелий со скоростью подачи 40 см/с. Обозначение пиков: 

1 - тридейтероникотин; 2 — бипиридин; 3 — изомеры мегастигматриенона; 4 — кофеин; 5 — скополетин 


а) 
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Рис. 9.18. Хроматограммы смесей лекарственных веществ, полученные на кварцевых капиллярных В 
колонках Цйта 2(а) и НР-1701 (6) длиной 25 и30 ми диаметром 0,32 мм с толщиной пленки 0,17 и 0,15 мм; 
программирование температуры колонок от 70 до 140° С со скоросью нагрева 20 град/мин, далее 
нагрев до 290° С со скоростью 10 град/мин и выдержка при этой температуре 8 мин; газ-носитель 
— гелий; скорость подачи - 2,5 мл/мин при 70° С. 

а) хроматограф «Хьюлетт-Паккард», США ‚6) хроматограф «Микромат НВСС» (фирма «Нордион», 
Финляндия). Обозначение пиков: МН2-МН18 - серия 3-алкил-1-метилгидантоинов (стандартные 
соединения с алкильными группами от СН, до С‚Н,,); 1 - парацетамол; 2- пентабарбитал; 


3 - кофеин; 4 — феназон; 5 - гексабарбитал; 6 - фенобарбитал; 7 — хломезанон; 8 — карбамазепин; 
9 - фенитоин. Прочие пики не идентифицированы. 
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Рис. 9.19. Масс-фрагментограммы отдельных ионов морфина, его дейтерированных аналогов и 
ацетильных производных (триметилсилильные производные компонентов экстрактов проб волос 
наркоманов, отобранных на расстоянии 14-16 и 16-18 см откорней): 1 - 6-моноацетилморфин; 
2-тридейтеро-6-ацетил-морфин; 3 — морфин; 4 - тридейтероморфин. [106], а - морфин и 
детерированные аналоги и их ацетильные производные; б — соответствующие триметилсилильные 
производные 
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Рис. 9.20. Масс-хроматограмма пробы экстракта банкноты, зарегистрированная по полному 


ионному току в режиме электронного удара. Зарегистрировано более 17 пиков различных 
агрязняющих веществ. Среди них: пикЗ — изопропилмиристат; пик 5 - бензойная кислота; 
ее = Дибутилфталат: пик 7 — пальмитиновая кислота; пик 11 - олеиновая кислота; ре КОЗИН} 
н. 16— диизооктилфталат. Кварцевая капиллярная колонка длиной 30 ми тины ммс 

1 о поксаном ОВ-1 (толщина пленки 0,25 мкм), программирование температур ист 


С со скоростью нагрева 24 град/мин [107] 
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Рис. 9.21. Хроматограмма фракции основных соединений экстракта цельной крови с добавками 
500 нг каждого из наркотических и лекарственных соединений. Кварцевая капиллярная колонка 
размером 12 мх0,2 мм с полисилоксаном Ультра-1 (фирма «Хьюлетт-Паккард»), толщина пленки 
0,33 мкм; программирование температуры от 100 до 280° С со скоростью нагрева 5 град./мин с 
выдержкой при 280° С 10 мин. Газ-носитель гелий, скорость потока 2 мл/мин; величина пробы 1 мкл, 
коэффициент деления потока 1 :9; азотно-фосфорный термоионный детектор. Обозначение пиков: 
1 - амфетамин; 2 - кофеина дифенгидрамин; 3 — прокаин (внутренний стандарт); 4 - метаквалон; 


5 - метадон; 6 - кокаин; 8 — кодеин; 9 —- морфин; 10 — 6-ацетилморфин; 11 — налорфин; 
12 - галоперидол; 13 — стрихнин 
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Рис. 9.22. Хроматограмма экстракта крови трупа человека, погибшего в результате самоубийства. 
варцевая капиллярная колонка размером 12 мх0,2 мм с полисилоксаном Ультра-1 (фирма 
«Хьюлетт-Паккард»), толщина пленки 0,33 мкм; программирование температуры от 100 до 280°С 
со скоростью нагрева 5 град./мин с выдержкой при 280° С 10 мин. Газ-носитель гелий, скорость 
потока 2 мл/мин; величина пробы 1 мкл, коэффициент деления потока 1:9; азотно-фосфорный 
термоионный детектор. Обозначение пиков: 1 — прокаин (хроматографический внутренний 
стандарт); 2 - амитриптилин; 3 — нортриптилин; 4 — стрихнин. Компоненты 2 и 3 присутствуют в 
терапевтических концентрациях (0,1 мг/л), стрихнин — в летальной концентрации (6 мг/л) 
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Рис. 9.23. Нормальный метаболический профиль стероидов организма человека, анализируемых в 
Я, форме О-метилоксимов триметилсилильных производных. Стеклянная капиллярная колонка длиной 
то 60 мидиаметром 0,3 мм с неподвижной фазой полисилоксаном $Е-30 с добавкой коллоидного 
кремнезема Силанокс. Программирование температуры колонки со скоростью 1 град/мин, начальная 
моек температура 200° С; идентифицировано более 30 компонентов. Среди них: 1 - андростерон; 
ыы 2- этиохоланон; 3 — дегидроэпиандростерон; 4 - 11-оксиандростерон; 5 — 16-оксидегидроэпиандро- 
м стерон; 6 - прегнандиол; 7 — прегнантриол; 8 - 5-андростен-3,16,17-триол; 9 — тетрагидрокортизон; 
КТО) нет 10 - тетрагидрокортизол; 11 — кортолон (5-прегнан-3,17,20,21-тетраол-1 1-он); 12 — кортол 
ЗН (5-прегнан-3, 11, 17, 20, 21 -пентол); 13 — бутиловый эфир холестерина (внутренний стандарт). 


Таблица 9.2. Характеристические сигналы некоторых наркотических веществ 
в спектрах электронного удара 


Г 
Мофин [285 [ 162 [ 42 [216 [ 286 [ 14 48 [ 264 [ 268 | 
[286 |2 | 162 [124 | 229 [ 59 [30 | в | | 
ЗИ [255 [42 [44 [ 206 [ 310 [312 | 14 | | 
[229 [42 | 43 [59 [ 342 [24| | 
[150 [201 | 14в | 110 | 272 | в2 | | 
[215 [148 [ 286 [164 [10 [15 [| 


Последней аналитической задачей, решение которой было бы невозможно без исполь- 
| зования метода газовой хроматографии, является задача определения летучих органи- 











Ческих растворителей в крови лиц, испытывающих пристрастие к р ПрИНиМаЕ 
Ч ‹мому внутрь, или к вдыханию паров других органических растворителей, что находит 
в последнее время весьма широкое распространение в определенных группах молоде- 
Жи. Такие определения чаще всего проводят методом ле 
и за равновесной парогазовой фазы (в английской транскрипции «Веа4-зрасе апа|уз»). 
Я этой цели заполненные примерно наполовину и р ес а 
С пробами крови, подлежащими анализу термостатируют ве ое ва а о. 
/ ХРоматографических пробоотборных устройств вводятьр = к описана в о 
Матограф. Техника анализа равновесной пар рии: 3 ее. амм приведены на 

| Трафиях [110,111]. Примеры полученных таким образом хр гр 


Рис. 9.25 и9.26. 
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Рис. 9.24. Хроматограмма (а) и масс-спектры (би в) 
нелегальной продаже: 


| 
а- масс-спектр пика 2, идентифицированного как моноацетилморфин; 
6 - масс-спектр пика 3, идентифицированного ка 


к диацетилморфин (героин), родаже 

пик 1 — ацетилкодеин, обычная примесь героина, распространяемого в нелегальной п НР 

НР-5890 с масс-селективным детектором 

с кварцевой капиллярной колонкой длиной 12 ми диаметром 0,2 мм с полисилоксановой 
фазой НР-1 с толщиной пленки 0,33 мкм, (Фирма «Х 


мого В 
«уличного» героина, распространяе! 
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Рис. 9.25. Определение следов алкоголя в 
крови: 1 - ацетальдегид; 2 - метанол; 
3 - ацетон; 4 — этанол; 5 - изопропанол 
| 6 - трет.бутанол. 
5 Кварцевая колонка размером 180х0,3 см, 
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Рис. 9.26. Хроматограмма смеси органических растворителе ии фир; 4 - изопропанол; 


а ол; 3 — ДИЭТИЛОВ а а 
ео и тококоманией: 1 и Ве у илметиловый эфир; 8 - гексан; 9 - хлороформ; 
- хлористый метилен; 6 - ацетон; 7 — 728" 


; 14 — толуол; 15 - изобу- 
„13 _ трихлорэтилен; 1 т 
. 12 — бензол; 13 - ТР ом 0,32 мм с неподвижной 
- этил- 11 илкетон; 12 на и диаметром 0, | 
мати оз ых колонка длиной 30 м мератуы от 40 до 120°С со скоростью 
Фазой а Фррнаваяк США); программирование 0 см/с, величина парообразной пробы 
р Аа (фирма ею. гелий, линейная скорость 5 , 
Ва 10 град/мин; газ-носите. р 

250 мкл; пламенно-ионизационный детектор. 
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веденные выше примеры с достаточной полнотой показывают, что 
и > 
Все ег метод газовой хроматографии является одним из наиболее действ 
ящее в 


ческих и допинговых веществ как в виде чистых препаратов, так и в разнооб 
биологических объектах. 

В заключение этой главы укажем несколько обстоятельных источников, сод 
обширные данные как по технике газохроматографического и хромато-масс 


и по величинам хроматографических параметров удерживания и по ха 
их масс-спектров [112-121)]. 
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ГЛАВА 10 
КАПИЛЛЯРНЫЙ ЭЛЕКТРОФОРЕЗ 


Последний метод, который должен быть рассмотрен при обсуждении высокоэффек- 
тивных процессов анализа наркотических и допинговых веществ - это капиллярный 
электрофорез. 

Этот метод анализа и разделения веществ вошел в практику физико-химического 
исследования всего лишь 20-25 лет тому назад, однако уже завоевал себе прочную пози- 
цию среди других методов разделения самых близких по свойствам соединений благо- 
Даря своей исключительно высокой разделяющей способности в сочетании с простотой 
инструментального оформления и широчайшему кругу возможных объектов. 

Действительно, с помощью этого метода возможно осуществить разделение как 
ионов малых молекул, с одной стороны, так и крупных полимерных и мицеллярных 
образований и даже бактерий и вирусов, с другой стороны. С помощью капиллярно- 
го электрофореза можно осуществить разделение веществ, обладающих ничтожными 
различиями по своим физико-химическим свойствам, как в случае атомов и ионов изо- 
топов, изотопно-замещенных и изомерных молекул органических соединений. Ниже 
будут приведены такие примеры. 

Несмотря на огромный массив накопленной к настоящему моменту информации, 
метод капиллярного электрофореза находится пока еще в начале своего развития и, Не- 
сомненно, в будущем позволит достичь новых выдающихся результатов, выходящих за 
пределы самых необузданных фантазий. 

Электрофорезом называется перемещение заряженных частиц (ионов, молекул, 
мицелл) в растворах под действием электрического поля. В том случае, когда перенося- 
щие электрические заряды частицы достигают электродов, создающих в растворе элек- 
трическое поле, и претерпевают на электродах те или иные химические превращения» 
процесс называют электролизом. Таким образом, электролиз всегда сопровождается 
процессом электрофореза, но не наоборот. Различные частицы, несущие электрические 
заряды, перемещаются в растворе с разной скоростью. Эти различия могут быть связа- 
ны, с одной стороны, с различиями в величине электрического заряда частиц, а, с другой 
стороны, с различным сопротивлением их движению в жидкости, связанным с различи- 
ями в величине и форме частиц, подвергающихся электрофорезу, а также с различным 
характером их сольватации применяемым растворителем. Такие различия в скор’ =" 
а вэлектрическом поле определяют возможности использования эт 
ны о ных Веществ, в первую очередь таких, КОТОРНЕ Эти 

ся в растворе, образуя положительные или отрицательные ионы: 


возм у 
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вую очередь белков и фрагментов ДНК (нуклеотидов) 
итанных электролитом ирак бумаги, либо на слоях полиакриламидного геля. Такой 
метод тель-электрофореза оказался достаточно плодотворным для анализа сложных 
смесей биологически ЕН молекул. С его помощью был получен огромный объ- 
ем информации, касающейся молекулярно-массового распределения многочисленных 
белков, нуклеотидов и нуклеиновых кислот. 
‘Однако этим ранним вариантам электрофоретического метода была свойственна от- 
носительно невысокая разделяющая способность вследствие ограниченной длины раз- 
деляющих слоев, с одной ЭтОВоЯЫЬ и неравномерного разогрева их джоулевым теплом, с 
другой стороны. Этот последний фактор ограничивал такжеи напряженность приложен- 
ного электрического поля, что определяло невысокую скорость процесса. Так, разделение 
белков взаполненных полиакриламидным гелем трубках длиной 50-100 мм занимало не- 
сколько часов. Наиболее существенные из этих недостатков электрофоретического метода 
удалось преодолеть путем создания его капиллярного варианта - метода капиллярного 
зонного электрофореза, в котором разделение веществ по подвижности составляющих 
ихчастиц осуществляется в тонких капиллярных трубках диаметром 50-150 мкм и менее 
и длиной 10-100 см, выполненных из стекла, фторопласта или плавленого кварца. Этот 
аналитический метод был впервые осуществлен Миккерсом и Эверертсом [1] в конце се- 
мидесятых и Иоргенсом и Лукасом [2] в начале восьмидесятых годов прошлого столетия. 
Использование достаточно тонких капилляров обеспечило интенсивный отвод джоулева 
тепла, выделяющегося вследствие прохождения электрического тока через применяемый 
электролит. Таким образом, была устранена одна из главных в электрофорезе причин рас- 
ширения и искажения дискретных зон разделяемых веществ. 

Ряд методических приемов, рассмотренных подробно далее, позволил обеспечить фор- 
мирование весьма узких зон присутствующих в пробе частиц, что также в значительной 
степени способствовало повышению качества достигаемого разделения. Наконец, в боль- 
шой мере достаточно широкое распространение метода капиллярного электрофореза было 
связано с разработкой достаточно удобных и высокочувствительных методов детектиро- 
вания разделенных фракций, к семидесятым годам прошлого столетия уже использовав- 
шихся в методе высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Формирование узких зон разделяемых компонентов в капиллярном зонном элек- 
трофорезе происходит непосредственно в среде несущего электролита без каких-ли- 
бо взаимодействий с внутренней поверхностью капилляра, которую следует рассмат- 
ривать как неподвижную фазу. Между процессами высокоэффективной жидкостной 
хроматографии и капиллярного электрофореза имеется значительное сходство в двух 
аспектах - ваппаратурном оформлении и в выражении уно результата в фор- 
Мехроматограммы или электроферограммы, включающей набор пиков, описываемых 
тауссовыми функциями и отвечающих отдельным разделенным комОне анали- 
зируемой смеси. Наконец, большое сходство имеется и В ивр” ли лы 
ды в капилляр для о реек: ие мя а инея 
ее = и. ествуют и достаточно широко исполь- 
- ний детектора. Важно отметить, что существую оооиавеинЕ 
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мер более высокой разделяющей способностью. Весьма Плодотво 
нее лишь не в при ы. еллярного электрофореза и электрофоретического аделек 
т и — ея высокомолекулярных модификаторов, когда Крупные и 
нее в электрическом поле мицеллы мине. Веществ и 
полимерные молекулы выполняют функцию мт — е отношению к мо. 
лекулам и ионам меньшего размера, и соответственно, оолее вы Ко! подвижности, Эти 
процессы, электрофоретические по своему существу, часто по справедливости называют 
электрокинетической хроматографией. 

Рассчитываемое по электроферограмме число теоретических тарелок следует рас- 
сматривать как формальную величину, показывающую, какое число теоретических та- 
релок имела бы хроматографическая система, обеспечивающая такое же разделение, как 
и рассматриваемая электрофоретическая [3,5]. Такой подход будет вполне достаточным 
для целей настоящей книги, позволяя читателю сопоставить системы, описываемые В 
настоящей главе, с другими системами, рассмотренными в предшествующих раз- 
делах. 

Теория капиллярного электрофореза, техника и методика этого метода и получаемые 
сего помощью результаты подробно рассмотрены в целом ряде монографий и обзоров 


[6-15], к которым и следует обратиться читателю, глубоко заинтересовавшемуся этим 


Здесь мы ограничим- 


спективы их развития в будущем. 


10.1. Принципы капиллярного электрофореза 
В своей простейшей 
ментальной установке, 


форме капиллярный элект 


рофорез осуществляется в экспери- 
представленной схематиче 


ски на рис. 10.1. 


Рис. 10.1. Схема установки для 
капиллярного электрофореза: 

1 - кварцевый капилляр диаметром 
10-150 мкм; 2 — входной сосуд с д 
буферным раствором; 3 — выходной 
сосуд с буферным раствором; 

4 — источник высокого напряжения 
(10-30 кВ); 5 — детектор; 6 — сосуд 
пробой, подлежащей анализу; 8] 
7 - микрошприц для ввода проба [8] 





фивоположное и 
зпнеское перемен 
удтроферограмм! 

(корость электр 
некой подвижн: 
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Концы заполненного подходящим электролитом 
варцевого капилляра диаметром 50-150 мкм пог 


ным раствором. В ая из этих сосудов опускают положительный электрод, а в другой 
от ицательный электрод, соединенные с источником постоянного напряжения от 5 до 
зо кВ.В тот конец капилляра, который погружен в сосуд с положительным электродом, 
ВВОДЯТ небольшое количество раствора (несколько нанолитров) подлежащей анализу 
пробы. (Способы ввода таких проб рассмотрены далее. После ввода пробы к электродам 
в сосудах с буферным раствором прикладывают электрическое напряжение, которое 
вызывает электрофоретическую миграцию компонентов пробы. Различие в ионной 
подвижности отдельных частиц, входящих в состав анализируемой пробы, вызывает 
их разделение на дискретные более или менее резко разграниченные зоны, поочередно 
проходящие через детектирующее устройство, регистрирующее электроферограмму - 
трафик зависимости сигнала детектора от времени. 

Процесс электрофореза, т.е. перемещение в капилляре несущих электрический заряд 
частиц под действием электрического поля обычно сопровождается более или менее 
интенсивным течением буферного раствора (переносящего электролита) от анода к 
катоду. Этот так называемый электроосмотический поток может совпадать по направ- 
лению с электрофоретическим перемещением разделяемых частиц или может иметь 
противоположное направление. При этом он может ускорять или замедлять электрофо- 
ретическое перемещение и таким образом активно влиять на форму результирующей 
электроферограммы. 2% 

Скорость электрофоретического перемещения ионов определяется их электрофоре- 
тической подвижностью и и напряженностью электрического поля в капилляре Е: 


(буферным раствором) тонкого 
ружают в два сосуда стаким же буфер- 





У=НЕ= 19/1 (10.1) 
где! - время электрофоретического перемещения вещества 
рее. (10.2) 
[у 


причем Г это длина капилляра от его входа до места расположения детектора, а а 
приложенное на этом участке напряжение: 


8 10. 
Ил= т Те (10.3) 


те У- полная величина напряжения, приложенного к электродам электрофоретичес- 

КОЙ системы, а [.— полная длина капилляра. 
Ускоряющая сила электрического поля Ё,. 

Заряженную частицу, может быть выражена следующи 


‚ действующая на отдельный ион или иную 
м образом 


у: 
р 5: Е (10.4) 


М№- число Авогадро, а Е- константа Фарадея, рав- 


Ще 2- эффективный заряд частицы, 
Ная 96 500 Кул/моль. 





оо 





Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых сфедств 





— 


При установившемся режиме движения частиц эта сила равна силе торможения | 

а 

счет внутреннего трения в жидкости Ё., которая может быть описана Формулой мк 
на Стокса: 





Гея 
Е =бп\хгх0 = 6 хг : (10.5) 
где г - стоксовский радиус, а | - динамическая вязкость жидкости. 

Отсюда можно определить время электрофоретического перемещения (время миг. 
рации) данного иона или иной заряженной частицы Е, (без влияния электроосмоти. 
ческого потока). 


| т 
Е вы 10. 
№ Вх (10.6) 


где В - константа для данной электрофоретической системы. Из этой формулы вид- 
но, что время миграции различных заряженных частиц в электрофоретической систе- 
ме, определяющееся отношением их эффективного радиуса к заряду, будет различным, 
Что и определяет возможность их разделения в электрическом поле. Эти соотношения 
оказываются действительными в том случае, когда в электрофоретической системе от- 
сутствует течение электропроводящего буферного раствора, как, например, в капилляре, 
заполненном полиакриламидным гелем (см.ниже). Однако в полых капиллярах при на- 
ложении электрического поля всегда возникает вызываемое этим полем движение элек- 
тролита - электроосмотический поток, связанный с наличием поверхностных электри- 
ческих зарядов. Так, в водных средах, как правило, поверхность кварцевых и стеклянных 
капилляров несет отрицательные заряды, связанные с диссоциацией поверхностных 
силанольных групп в водно-солевых растворах. Поэтому в жидкости возникает распре- 
деленный электрический заряд, связанный с локализацией вблизи поверхности проти- 
воионов с противоположным знаком электрического заряда. В результате у поверхности 
капилляра возникает двойной электрический слой, включающий неподвижные ионы, 
несущие положительные заряды и связанные кулоновскими силами с отрицательными 
зарядами поверхности, и подвижные ионы, распределяющиеся между малоподвижным 


ная разность электрических потенциалов, 
Данные о &-потенциалах большого числа 
ков [16-18]. Электрическое поле, 
противоионов подвижного слоя, 
которое и называется электроосмотическим потоком. 

В связи с тем что Электродинамические силы, 
поток, приложены вблизи стенок капилляра, 
ростей жидкости, существенно отличающий. 
характерного для пуазейлевского течения вя 


определяющие электроосмотический 
в нем формируется плоский профиль ско- 
ся от параболического профиля скоростей, 
зкой жидкости. При этом практически пол- 
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[лЬМГОЛЬИ 
И, хЕ= -ХЕхб_ 
т (10.7) 
м Эта величина прямо пропорциональна диэлектрической проницаемости &, напря- 


к енности электрического поля Е, НН &- потенциала (связанной с плотностью 
`` поверхностных зарядов на внутренней поверхности в капилляре) и обратно пропор- 
иональна вязкости электролита. 

В связи с тем что в кварцевых капиллярах диффузионный электрический слой об- 
авован, в основном, ПОЛОЖИтельно заряженными ионами, в них электроосмотический 
поток направлен от анода к катоду. В общем, электроосмотический поток в кварцевых 
и капиллярах увеличивается при увеличении рНи уменьшении концентрации и ионной 
щ “ам раствора электролита. Кроме того, электроосмотический поток уменьшается при 
де ь добавлении к электролиту органических компонентов. С другой стороны, направление 
ти м интенсивность электроосмотического потока можно изменять путем добавления к 
электролиту поверхностно-активных веществ. Так, например, если к электролиту доба- 
а, зить катионное поверхностно-активное вещество, то на поверхности капилляра фор- 
я мируется слой положительно заряженных частиц с отрицательными противоионами в 

о диффузионном электрическом слое. Это приводит к изменению направления электро- 
ВИЗ: осмотического потока, который в этом случае переносит жидкость от катода к аноду. 
ОИ На рис. 10.2 представлены графики зависимости скорости электроосмотического 
НО — потока от рН электролита при постоянной ионной силе для трех наиболее часто при- 
Пони | меняемых материалов капилляра - стекла, кварца и фторопласта. 


Ц 


ОЙ 
аи 1 
оу 34 
Я 5 
ро $; 
до | 5 2 
# х 
р } В 2 
| ь 
ы | З Рис. 10.2. Зависимость скорости 
р "| у электроосмотического потока в 
ы к капиллярах из разных материалов 
и отвеличины рН переносящего 
и | электролита [16]: 1 - стекло Пирекс; 
ия | 3 4 5 6 й 8 2 - плавленый кварц; 3 - фторопласт 
(Тефлон) 
РН 
,. | но регулировать в до- 
и й | В Легко видеть, что скорость электроосмотического потока можно регулир : 
| ом Н электролита или меняя материал ка 
И о о аня величину р 
| яров. 
р , индикации скорости электроосмо- 


В 
ий й | пища листве практически важных к-т для и какое-либо вещество, не иони- 
КОГО п й пробы ввод 5 
И З отока в состав анализируемой пр гистрируемое детектором. При 


и 
я „’ а в применяемом электролите, но хорошо Ре ыы 
и а пьзовании метода детектирования по поглощению 7®- у 
Г 
© Рода является бензиловый спирт. 
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Химико-ан 


Как и в хроматографии, простейшей качественной ея ты Веществ, под. 
вергаемых электрофоретическому разделению, является “ное времени Удер- 
живания наблюдаемое время миграции вещества от входа капилляра до детекто 
,, Соответственно, для того чтобы можно было сопоставлять результаты, пол 
005 


, 

ы 8 Учаемые 

при использовании капилляров разной длины более удобной величиной ЯВЛЯется на. 
блюдаемая скорость миграции 

Уов; = Тед! в (10.8) 


где Г д длина капилляра от его входа до точки детектирования. 
Для того чтобы иметь возможность сопоставлять данные о характере электрофо- 
ретической миграции веществ не только в капиллярах разной длины, но и при разных 


приложенных напряжениях, можно рассчитать величину наблюдаемой электрофоре- 
тической подвижности Мо: 


— Хо; Е 


Гея ло 
Ков; = ета хх 


(10.9) 
об; и 


где р, полная длина капилляра, а У - приложенное напряжение. 

Как указано ранее, в полых капиллярах при наложении электрического поля всегда 
возникает электроосмотический поток. Направление этого потока может совпадать с 
направлением электрофоретической миграции частицы, несущей электрический заряд, 
и может быть противоположным ему. В первом случае не 
превышает скорость собственной миграции иона, во втором - оказывается меньшей на 
величину скорости электроосмотического потока. Если при этом последний параметр 
окажется меньшим, чем собственная скорость электрофоретической миграции иона, то 


зона данного иона вообще не сможет достичь детектора и не будет зарегистрирована 
на элекроферограмме. 


Таким образом, наблюдаемая ско 
резе представляет собой алгеб 


обходимая скорость миграции 


Отсюда 


причем 2— валентное число электрона, е — заряд электрона (1,602х10-1 Кул), а П - дина- 
мическая вязкость электролита. 

Электрофоретическая миг 
заряд, имеет место всегда при 
лита. Макроскопическим проя 


Рация ионов или иных частиц, несущих электрический 
наличии электрического поля в среде жидкого электро- 
влением электрофоретической миграции в электролите 
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ется возникновение электрического тока, ], 


связанного с прило. 
: женн : 
законом Ома: р ым напряже 


явля 
нием 


=) (10.12) 


еА- электрическое сопротивление электролита. 


Вэлектрохимических исследованиях чаще используют величину электрической про- 


одИМОСтИ, $, обратную омическому сопротивлению: 


оа-И (10.13) 


Значения проводимости в каждом конкретном случае могут быть измерены с помо- 
щью кондуктометра. Единицей измерения проводимости служит обратный Ом (Ом”) 
или Сименс (См= Ом”). 

Измеряемая величина проводимости зависит от геометрии измерительной ячей- 
\ — ки природы ионов, участвующих в переносе электрических зарядов, и от концентра- 
ции электролита. Из измеренных величин проводимостей можно вычислить значе- 
ние удельной проводимости 5» путем деления измеренных величин на постоянную 


№ ячейки; 





Ч 
т $»=5/х (10.14) 
но 
уни Влияние концентрации электролита учитывают, вычисляя эквивалентную или моль- 


щи  НУюпроводимость \, путем деления удельной проводимости на величину эквивалентной 
или мольной концентрации электролита [СЁ 


и хе 55 С. (10.15) 





т Эквивалентные концентрации используют в случае многозарядных ионов. 
В соответствии с первым законом Кольрауша анионы и катионы диссоциирующего 


электролита вносят независимые вклады в величину его эквивалентной проводимости. 


При этом для полностью диссоциированного электролита с мольным соотношением 


катионов и анионов 1:1 эквивалентная проводимость равна сумме ионных эквивален- 
тных проводимостей катионов и анионов + и^-. Таким образом, эквивалентная про- 
Водимость полностью диссоциированного электролита, в состав которого входят одно- 


3 
арядные катионы и анионы, равна 


| Аа = р я х 


| 


(10.16) 


вивалентная проводимость не должна зависеть 

оправдывается только при бесконечно малых 

| "онцентрациях (при бесконечном разбавлении). При более значительных концентра- 

Е ая проводимость линейно зависит от 

| КВ эмпирически установлено, что эквивалентн: р Е 
] “тратного корня из концентрации С (второй закон Кольрауш: 


и) К. В соответствии с уравнением (10.14) эк 
концентрации. Однако это положение 
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им: = 


Аа= № УС (10.17) 





где ^, — предельное значение эквивалентной проводимости, а К- константа. 
Величины предельных эквивалентных проводимостей определены для многих ИОНОВ 
и достаточно широко представлены в многочисленных справочниках. Величины Этого 
параметра для некоторых одновалентных ионов приведены в табл. 10.1. Для слабых элек- 
тролитов величина эквивалентной проводимости зависит от степени диссоциации: 


А 
= ) : (10.18) 


0 


где 0, - степень диссоциации электролита, как обычно, равная отношению концентрации 
диссоциировавших молекул к общей концентрации электролита в растворе. 


Таблица 10.1. Значение предельной эквивалентной проводимости 
для некоторых однозарядных ионов 










— 
№(см2х Ом“'Х моль") 


198,6 




















Для более точного учета всех факторов, 
частности, электростатическое взаимодейст 


пользуют эмпирический коэффициент проводимости {: 
Ахс 
ое 
ы р (10.19) 


определяющих ионную проводимость (в 
вие разнозарядных ионов в растворе), ис- 





Если не приним; 
: р ать во внимание ионные взаимодействия (то есть рассматривать ус- 
ловия бесконечного разбавления), то в томогенном элект Р 


иче 
частицу действует электродинамическая сила Е. Рическом поле на заряженную 
:: 
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Е —3 х 
в (10.22) 
„1 заряд частицы; е, - заряд электрона (1,602х10!° Кл); Е — напряженность элект- 
|". “хого поля (В/см). 

звязкой среде приу еее скорости движения частицы электродинамичес- 
рясила уравновешивается действием тормозящей силы Е. 


Е;= КхщхУ? (10.23) 


1 _ < о 
пе Е константа, П - ньютоновская вязкость среды, а у — скорость движения частицы. 
Согласно закону Стокса, для частиц сферической формы 


К- бхг (10.24) 


откуда скорость движения частицы, т.е. скорость ее электрофоретической миграции, 
равна 


ух в 


ЗЕЕ Е=р,хЕ (10.25) 


Коэффициент пропорциональности в этом уравнении носит название абсолютной 
или предельной электрофоретической подвижности. Эта величина по своему физичес- 
хому смыслу представляет собой скорость перемещения данной заряженной частицы 
прибесконечно малой концентрации и при единичной напряженности электрического 
поля. При этом скорость миграции и электрофоретическая подвижность могут иметь 
положительное или отрицательное значение по отношению к ориентации электричес- 
ото поля в зависимости от знака заряда частицы 2, Таким образом, абсолютная элект- 
рофоретическая подвижность является векторной величиной и и, представляет собой 
зарактеристическую константу для данной частицы (иона) при постоянной темпера- 
Туре. Эта величина пропорциональна эквивалентной проводимости при бесконечном 
разбавлении. 

Для бинарного электролита эквивалентная проводимость при бесконечном разбав- 


р Й ме аб- 
нии Л, равна сумме эквивалентных проводимостей и пропорциональна сум 
й й (взятых по их абсолютной величине) 


‘лагаю танте Фарадея 
щих ионов, причем коэффициент пропорциональности равен конста рад 


=96 500 Кул/моль). 

: В реальных условиях электрофорез осуществляется при конечных концентрациях 

мектролита в растворе и в присутствии других ионов, активно прнеаве С 

=. ами разделяемых соединений. Эти обстоятельства активно ыы р == =. 

чес РИМентально электрофоретические подвижности ионов. Так, на : р ны 
ки действующий заряд ионов слабых электролитов оказывается меньше р 


те Й ИОН В 
мы еского значения вследствие неполной диссоциации. Кроме ри ы ы о- 
т воре электролита окружен противоионами, несущими электричес аи м 
фе оОЖНого знака. Эти противоионы, образующие так ЕН Оле ое 
твори в некоторой степени замедляют движение иона в ыы вием проявления 
ми Деб является следст 
ая — еы е замедление 
Хюккеля - Онзагера тако нного эффекта, связанных с тем, 


эле: 
ктрофоретического замедления и релаксацио 355 
Э 








д с средств 
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Химико-ане злитическое определе ни 


` яженной частицы в электрическом поле вызывает деформацию Фы 
что ое (ионной атмосферы), так что плотность зарядов мы. 
а иона оказывается всегда а еее А ры Эта де не 
мация возникает и уничтожается действием сил кулоно у к действия, однако 
вызывая некоторый тормозящий эффект по ОН ОЕНИЮ ы электрофоретической миг. 
рации данного иона. Такие межионные взаимодействия оказываются тем более интен- 
сивными, чем выше концентрация применяемого электролита. 

Входящий в уравнение (10.25) гидродинамический или Стоксовский Радиус иона ‚ 
представляет собой радиус сольватированного (в водных растворах гидратированного} 
иона. Эта величина заметно отличается от значений кристаллографического радиуса, по- 
лучаемых из данных рентгеноструктурного анализа. Учет влияния ионной силы и атмос- 
феры противоионов делает необходимым использование еще больших величин — эф- 
фективных ионных радиусов К. С другой стороны, влияние ионной атмосферы может 
быть уточнено путем замены теоретического заряда иона 7 .е значением его эффектив- 
ной величины, О‚„, которая, конечно, всегда будет меньше теоретической величины. 
В результате эффективная электрофоретическая подвижность иона будет выражаться 
следующим уравнением: 


И: = (10.26) 
6 К 

Понятно, что полученная величина в; всегда будет меньше предельного значения 
абсолютной электрофоретической подвижности. С другой стороны, в большинстве 
случаев ионы, несущие одинаковый электрический заряд, отличаются друг от друга как 
по величине эффективного заряда, связанного с окружающей ионной атмосферой, так 
и по величине эффективного радиуса, связанного с плотностью зарядов иона. Теория И 
практика электрофоретических методов анализа показывают, что эти различия доста- 


свойств. 

В тех случаях, когда подлежащее элект 
вует в растворе в нескольких формах, 
другом и имеющих различные абсол 
|, этого соединения может быть выр: 


рофоретическому анализу вещество сущест- 
находящихся в динамическом равновесии друг с 
ютные подвижности, эффективная подвижность 
ажена следующим образом: 


т 
з 


где Хх, - мольная доля каждой из п 
Это соотношение применимо вс 


образующих ионы с положи- 
типичная электроферограмма может иметь 
лектрически нейтральное соединение (бензиловый спирт, 
юЮ электроосмотического потока (ЭОП). Катионное соеди- 


вид, такой как на рис. 10,3. Э) 
пик 2) движется со скорость 
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а, рис. 10.3. Типичная электроферограмма смеси веществ, образующих ионы с разным знаком заряда: 
ой 1-хлорид бензилтриметиламмония; 2 — бензиловый спирт (неионизирующееся вещество-индикатор 
"г скорости электроосмотического потока); 3 - ацетилсалицилат; 

РА 4_4-октилбензоат; 5 — бензоат. Условия эксперимента: прибор Бекман Р/АСЕ 2000 (фирма «Бекман», 
США); кварцевый капилляр длиной 57см и диаметром 75 мкм; напряженность поля 263 В/см; 
температура 25`С; УФ-детектирование при длине волны 200 нм; электролит - фосфатный буфер с 
концентрацией 50 мм, РН 7.0. Ввод пробы гидродинамическим способом (см. ниже) в течение 1 с [8] 


нение-хлорид бензилтриметиламмония движется в электрическом поле быстрее элек- 
ни | троосмотического потока и образует пик 1. 

Карбоксилат-ионы 3-5 движутся в противоположную сторону, но со скоростями, 
меньшими скорости электроосмотического потока, и поэтому образуют пики 3-5, ре- 
Виа | трируемые позже маркера ЭОП. Каждый из зарегистрированных компонентов мо- 
Пи | ж быть охарактеризован своим временем миграции 1, Деление эффективной длины 

апилляра Г, от его входа до детектора на время миграции компонента дает полную 
«орость миграции. Если из этой величины вычесть скорость электроосмотического 
д ть то можно получить скорость электрофоретической миграции"... Понятно, что 
и Орость электроосмотического потока у, можно рассчитать по времени регистрации 
нейтрального маркера (пик 2 на рис. 10.3). Таким образом: 


и 

о В (10.28) 

ди УЕ У (пег) М: 7 

у 1 Е 

и Понятно, что при # > # величины у, будут иметь отрицательные значения, что ука- 
т ео т 


ЗЫ 
ает на направление миграции соответствующ 


р НИ 
Л к электроосмотического потока. Из полученных величин лег 
к :. 
рофоретической подвижности компонента 1 : 


их ионов по отношению к направле- 
ко определить значение 





# У. МАЙ 
„у ле т (10.29) 
у 


Те у 
[- ми), а У- приложенное 
полная длина капилляра (расстояние между электрода } р 


р Напряж ие. 
‘тствие элект- 


‚ т в Отс 

РЯ мот случае, когда капиллярный электрофорез ор ная ие 
е > 

в мы потока, как, например, при электрофорез Зря 

и Роводящим гелем, уравнение (10.29) принимает в д: 
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у. р [т 
Ира" = ХУ. ий (10.30) 


Таким образом, из изложенного следует, что в капиллярном электрофорезе к аждое 
вещество, способное к ионизации в растворе, имеет специфическую, только ему прису- 
щую скорость миграции. Именно это обстоятельство является первым условием, опре- 
деляющим возможность разделения различающихся по строению и свойствам соеди- 
нений даже при очень малых различиях этих свойств. 


10.2. Эффективность разделения в капиллярном 
электрофорезе 


Как и в хроматографии, эффективность электрофоретического процесса может быть 
оценена числом теоретических тарелок, рассчитываемых из величин времени миграции 
и ширины электрофоретических пиков, зарегистрированных, как и в хроматографии, 
в форме, близкой к кривым Гаусса. Правомерность такой оценки для электромиграци- 
онных методов была обоснована Гиддингсом в 1969 г. [3,21]. 

Основными факторами, вызывающими расширение дискретных зон в капиллярном 
электрофорезе, являются продольная диффузия вещества из центральной области з0- 
ны вперед и назад по направлению ее движения, начальная ширина зоны вводимой в 
капилляр пробы, и термические эффекты, связанные с выделением джоулева тепла при 
протекании электрического тока через заполненный электролитом капилляр. Нижеэти 
эффекты будут рассмотрены более подробно. В капиллярном зонном электрофорезе, 
в отличие от хроматографии в тонких капиллярах, практически незначимы эффекты 
расширения хроматографических зон вследствие параболического распределения ско- 
ростей по сечению капиллярной трубки и вследствие конечной скорости массобмена и 
установления сорбционного равновесия. Однако два последних фактора могут оказы- 
вать серьезное влияние в некоторых вариантах электрокинетической хроматографии, 
когда разделение веществ осуществляется не только за счет разной скорости миграции 
анализируемых компонентов в электрическом поле, но и вследствие различий в интен- 
сивности их взаимодействия с неподвижной фазой, т.е. со стенками капилляра или с 


заполняющей его средой. Процесс расширения дискретной зоны вещества в капилляре 
может быть описан уравнением Эйнштейна: 


62= 20+ (10.31) 


где 0*- пространственная дисперсия хроматографической зоны, О - коэффициент диф- 
фузии вещества в электролите, а # - время миграции. 


Так как высота, эквивалентная теоретической тарелке Н,равна 0?/х, где х— длина пу- 
ти движения хроматоргафической зоны, то 


(10.32) 


где у- скорость движения зоны, равная ИЕ. Отсюда: 
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ее 
ЧАЛив (10.33) 
Тогда число теоретических тарелок можно выразить, как 
ВЕ т 
п = — = -=— 
я 2 (10.34) 
Для всей длины разделительного капилляра можно заменить 
ГА 2 
т, (10.35) 
что дает после подстановки 
_ ВУ 
2 я 
20 (10.36) 


Учитывая наличие электроосмотического потока, обеспечивающего общую скорость 
миграции | = р, + В.» Получим 


ее ЦльркУ (10.37) 


Это простое рассмотрение, выполненное в работе [2], приводит к выводу о том, что в 
хапиллярном электрофорезе число теоретических тарелок не зависит от длины приме- 
няемого капилляра и прямо связано с используемым напряжением. Однако это заклю- 
чение не вполне корректно, так как при данном напряжении на электродах У скорость 
электроосмотического потока |1,,будет зависеть как от полной, так и от эффективной 
ДЛИНЫ применяемого капилляра. Достигаемая степень разделения двух близких пиков 
вкапиллярном электрофорезе, как и в хроматографии, определяется как отношение 
расстояния между максимумами пиков к их средней ширине: 

_собзеа ковер ЗВрвеаНЫ 
ть яч (10.38) 
и)“ 1%) 





впредположении, что х,>х.. 
Расстояние между максимумами пиков А, пропор 
рации (у, — у), так что 


ционально разнице скоростей миг- 





А; _ АУ ил, (10.39) 
ее Ая 
Тогда степень разделения можно выразить следующим образом 
ри ДУ (10.40) 
46хУ 


Учитывая, что 
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Й ени разделения от чи: 
можно выразить зависимость достигаемой степ разд сла теоретич 


й - еск 
тарелок, характеризующего данный процесс: их 
В= п ЛУ 

2 (У + У, ) 10.42) 


Тогда соотношение ху будет равно: 


2АУ _ 2(Ш- |2) 








У+У,  (ш+р2) в. 
При наличии электроосмотического потока уравнение (10.43) принимает форму: 
24. М-Ш 
10,44) 


у 


Подставляя уравнение (10.40) и (10.31) в уравнение (10.42), можно получить 
выражение 












т И - Н2 (10.45) 
я + у 
или после преобразований 
В= р х(ш- о) | 
20 и (10.46) 
и + Мы 


Из этого выражения следует, что достигаемое разделение двух близких пиков в капил- 


лярном электрофорезе, с одной стороны, увеличивается при увеличении разницы в ве- 
личинах электрофоретической подвижности двух веществ ис ростом приложенного 
напряжения, а с другой стороны, 
потока. Можно показать, 
равенстве 


уменьшается с возрастанием электроосмотического 
что максимальная степень разделения будет достигнута при 


Иу=р- 2 (10.47) 
2 
Результаты расчетов величин достигаемой степени разделения по уравнению (10.46) 
представлены на рис. 10.4 [8]. При этих расчетах предполагалось, что электрофоретичес- 
кая подвижность одного из компонентов постоянна и равна 5х10° см?/В:с, а подвижность 
второго компонента варьирует в пределах 30% от этой величины. Расчеты проводились 
для капилляра длиной 50 см при приложенном напряжении 300 В/см. Коэффициенты 
диффузии Г были приняты равными 10° см /с. 
Полученные графики показывают, что наилучшее разделение достигается при дви- 


жении электроосмотического потока в противоположном направлении по отношению 
к разделяемым веществам. 


Из формулы (10.46) видно, 
когда Мех <|- В | 
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что величины К не определены для случаев, 
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Какив хроматографии, в капиллярном электрофорезе используют величину ко- 
фициента разделения ©, выражаемого как отношение времен миграции двух 


компонентов: 
| 
0:=.-2 
7 (10.48) 
причем 


№, В отличие от хроматографии в капиллярном электрофорезе отсутствуют поправки 
\ на мертвое время, так что ь и = это значения полного времени миграции от момента 
приложения электрического поля до момента регистрации максимума пика детектора. 


ь> 1 ›так что всегда 0 ыы 


401 Цео[ст2у-15-1] 









к -5ж103 
й т 
ь 30] 
-4*10°5 
201 
9 104 5105 
3 5104 Рис. 10.4. Зависимость достигаемой степени 
ы разделения двух компонентов от разницы в их 


электрофоретической подвижности (числа у кривых). 
Электрофоретическая подвижность первого 
компонента принята равной 5х10°° см?В“'с" 


0 10 20 30 


10,3. Факторы, влияющие на достигаемое разделение 


10.3.1. Диффузия 


я 
то ”. Наличие узких зон разделяемых соединений в капиллярном электрофорезе неиз- 
ны . бежно приводит к диффузии вещества из области более высокой концентрации в цен- 
ни тральной части зоны вперед и назад по ходу ее движения, где концентрация вещества 


меньше. Как уже было указано выше, вклад диффузии в общую дисперсию зоны мож- 


| 
и но описать как 0? = 20 где #- время миграции, р - коэффициент диффузии. Согласно 
закону Фика 
| 
ее | вы (10.49) 
й бит 


Те К постоянная Больцмана. 
Коэффициент диффузии пропорци 
ЛЫ и от гидравлического радиуса мигрирую 
величина будет зависеть от величины молекуль» 
Ту зависимость иллюстрирует табл. 10.2 [22]. 


онален температуре и зависит от вязкости сре- 
щей частицы. Понятно, что эта последняя 
т.е. от молекулярной массы вещества. 
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10.2. Молекулярные массы и коэффициенты диФФузии некоторых 
вер веществ при 20 или 25 


с 
.м. 


Коэффициент диффузии, 
10$ см?/с 





Из этой таблицы видно, с одной стороны, что коэффициент диффузии веществ 
уменьшается с ростом молекулярной массы, а с другой стороны, что это уменьшение 
относительно медленное. Так, при переходе от этанола к вирусу табачной мозаики уве- 
личение молекулярной массы в миллион раз ведет к уменьшению коэффициента диф- 
фузии всего лишь в - 200 раз. Тем не менее в капиллярном электрофорезе расширение 
зон вследствие продольной диффузии менее выражено для веществ с высокой молеку- 
лярной массой, что делает этот метод особенно пригодным для разделения и анализа 
именно таких компонентов. 

Коэффициент диффузии любого соединения легко определить с помощью капил- 
лярного электрофореза методом «остановленного потока». При этом, определив в отде- 
льном опыте время миграции вещества через применяемый капилляр, в другом опыте 
осуществляют электрофорез, в процессе которого выключают электрическое поле на 
период времени, достаточный для заметного расширения зоны под действием продоль- 
ной диффузии. Это время может изменяться от нескольких минут до нескольких часов. 
После этого вновь включают электрическое поле и регистрируют профиль зоны данно- 
го вещества с помощью детектирующей системы. Различие ширины зон, наблюдаемых 
без прерывания процесса и с таким перерывом, позволяет оценить скорость продоль- 
ной диффузии. 


Далее из наблюдаемых величин дисперсии пика можно вычислить коэффициент 
диффузии по формуле 


ня (10.50) 


2+ 
Строго ламинарный характер течения жидкости в узких капиллярах исключает на- 
личие вихревой диффузии. С другой стороны, плоский профиль скоростей по сечению 
капилляра, характерный для капиллярного электрофореза, практически полностью ис- 
ключает вклад в диффузионное размывание электрофоретической зоны, связанный С 
параболическим профилем скоростей, характерным для пуазейлевского течения под- 
вижной фазы, как это имеет место в хроматографии. 
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ха рном электрофорезе в большинстве случаев стремятся свести к минимуму 
р сорбционные взаимодействия разделяемых веществ со стенками капилляра, что позво- 
етсвес ти кминимуму размывание зоны, связанное с сопротивлением массобмену. 

Таким образом, продольная молекулярная диффузия оказывается, по-существу, 


нственным диффузионным процессом, вызывающим размывание дискретных зон 
веществ в капиллярном электрофорезе. 


10.3.2. Адсорбция 

Адсорбционное взаимодействие анализируемых соединений со стенками применя- 
емых капилляров в большинстве случаев вызывает дополнительное расширение пи- 
ков. Потому в большинстве вариантов капиллярного электрофореза стремятся, по воз- 
можности, уменьшить такие взаимодействия, хотя полностью их устранить обычно не 
удается. Из опыта жидкостной хроматографии известно, что поверхность кварцевого 
капилляра обладает достаточно высокой адсорбционной способностью, особенно по от- 
ношению квысокомолекулярным полярным соединениям типа белков и полипептидов. 
Вследствие нелинейности изотерм адсорбции наличие таких явлений неизбежно приво- 
дит к искажению формы пиков, снижению эффективности разделения и к существен- 
ным нарушениям результатов количественных определений. Значительная необратимая 
адсорбция может приводить к невозможности регистрации определяемого компонента 
детектором. С другой стороны, в ряде вариантов электрокинетической хроматографии 
адсорбционные явления с успехом используются для разделения достаточно сложных 
смесей определяемых компонентов. 

Влитературе описаны многочисленные приемы для подавления или, по крайней мере, 
существенного снижения адсорбции веществ на стенках стеклянных и кварцевых ка- 
пилляров. Простейшим из этих способов является подбор буферного раствора с такой 
величиной рН, при которой анализируемое вещество и стенки кварцевого капилляра 
имеют одинаковый знак электрического заряда. В этом случае адсорбционные взаимо- 
действия активно подавляются кулоновским отталкиванием. Так, например, при элек- 
трофоретическом разделении белков устанавливают рН буферного раствора выше их 
изоэлектрической точки, так что и анализируемые вещества, и стенки капилляра несут 
отрицательные заряды [23]. 

С другой стороны, при низких значениях рН буферных растворов подавляется дис- 


социация кислотных силанольных групп на поверхности кварцевых капилляров, что 
также существенно уменьшает адсорбционные взаимодействия [24]. Для уменьшения 
используется также динамическое покрытие капил- 


адсорбционных явлений широко 
ляров за счет различных добавок, вводимых в применяемые буферные растворы. Так, 
например, показано, что сульфат калия в концентрациях до 0,25М превосходит другие 


галогениды щелочных металлов в отношении подавления адсорбционных явлений и в 
то же время не мешает работе УФ-детекторов [25]. Для той же цели использовали высо- 
коконцентрированные фосфатные буферные растворы (до 0,5М) в комбинации с квар- 
цевыми капиллярами малого диаметра (25 мкм). Описано применение для подавления 
адсорбции цвиттер-ионов› таких как, например, гидросульфонат триметиламмония или 
бетаин, которые, не изменяя существенно электропроводность переносящих электро- 
литов, энергично взаимодействуют сактивными абсорбционными центрами на поверх- 

ности кварца [26]. Для той же цели могут быть использованы диамины, например, такие 
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как 1,3-диаминопропан, 1.4-диаминобутан, 
подавляют адсорбционные взаимодействия 
поверхностно-активные вещества (наприме 


и 1,5-диаминопентан. Кроме Того, а 
также и морфолин, катионные и ма 
Р› цетилтриэтиламмоний бромид 
па Твина различных марок). 





например, у-метакрилок. 
илоксановые группы или 


., с образованием полимерной пленки, прочно 
поверхности кварца. Описаны также спосо- 


нением таких связывающих а 
диальдегид [28]. 








тым способом: пробу вводят в тот конец капилляра, где расположен детектор и и 
вают электрическое поле, обеспечивающее движение электрофоретической зо ты 
тивоположному концу капилляра. При этом детектор регистрирует Е ОЙ 
и общую площадь полосы. В момент времени, когда эта полоса прошла РЕ: ную. Зона 
длины капилляра, полярность электрического поля меняют на протаО рут соот- 
вещества начинает продвигаться к детектору, который второй раз нЕ й увеличение 
ветствующий электрофоретический пик. Наличие искажений его ее ние адсорбци- 
его ширины по сравнению с начальными параметрами указывают на в пиков позволяет 
онных явлений, а сопоставление площадей двух зарегистрированных 

выявить наличие необратимой сорбции вещества. 


10.3.3. Электрофоретическая дисперсия бу вводят в капилляр, а 

В капиллярном электрофорезе обычно анализируемую про ие формирую 
полненный фоновым переносящим электролитом. При а 2% концентраций: 
ся три четко разграниченные зоны с различным распределе: 
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обой; зона, заполненная фоновым электролитом впереди пробы и за- 

фонового электролита. Первая из этих зон имеет две четкие границы - 
а фронти замыкающая граница. Фоновый электролит содержит коионы В* стем 
и рядом, каки уопределяемого компонента анализируемой пробы и противоионы С, 
проба содержит ионы определяемого компонента 5* и те же противоионы. 

При наложении электрического поля компоненты анализируемой пробы начинают 
двигаться в капилляре, сохраняя при этом конфигурацию компактной зоны. В том слу- 
чае если электрофоретическая подвижность ионов пробы 5* меньше, чем подвижность 
хононов В*, т.е. и; < и» электрическая проводимость зоны пробы будет меньше, чем 
проводимость зоны фонового электролита. Соответственно, в зоне пробы будет выше 
напряженность электрического поля. При этом скорость миграции ионов 5, проникаю- 
щихвзону фонового электролита через переднюю границу зоны пробы (т.е. опережаю- 
щихэту зону), будет уменьшена, и зона пробы в своем движении нагонит эти ионы. Это 
означает, что передний фронт пробы будет оставаться достаточно резким во все время 
миграции. Напротив, ионы 5*, вышедшие за заднюю границу зоны пробы в замыкаю- 
щую зону фонового электролита, будут двигаться с меньшей скоростью, чем зона пробы, 
и, следовательно, будут все более и более отставать от нее. Это приведет к размыванию 
заднего фронта и к формированию асимметричного пика на электроферограмме. 

Обратная ситуация будет иметь место, если электрофоретическая подвижность оп- 
ределяемого компонента пробы и, превышает подвижность коиона п» т.е. и; > Нз- 

В этом случае электрическая проводимость в зоне пробы будет выше, чем в зоне 
фонового электролита, и, следовательно, напряженность поля в ней будет ниже. Тогда 
скорость миграции ионов 5*, диффундирующих через передний фронт зоны пробы, 
будет увеличиваться. Эти ионы будут все более и более опережать зону пробы, что, ес- 


тественно, приведет к размыванию ее переднего фронта. 

Вто же время ионы 5* ‚ диффундирующие через заднюю границу зоны пробы, будут 
ускоряться более сильным полем в замыкающей зоне фонового электролита, и вследс- 
твие этого будут нагонять зону пробы. Вследствие этого задний фронт зоны будет ос- 
таваться достаточно резким. 

Только при равенстве электрофоретических подвижностей напряженность и; = из 
электрического поля будет одинаковой в зоне пробы и в зоне фонового электролита, и 
зона пробы будет оставаться симметричной, расширяясь с одновременным снижени- 
ем максимальной концентрации ее компонентов под действием только диффузионных 


злолненная пр 
* ающая зона 


факторов. 
Явление нарушения симметрии зоны пробы с ее одновременным расширением в 


процессе миграции по капилляру носит название электрофоретической дисперсии. 

Диффузионноеи электромиграционное расширение зоны примерно одинаковы при 
Сз/Св= 102. Если отношение С; / С, выше этой величины, т.е. при более высокой кон- 
центрации компонентов пробы, электрофоретическая дисперсия становится преоблада- 
ющим фактором, определяющим расширение электрофоретической зоны и нарушение 
симметричности ее концентрационного профиля. 

В приведенном анализе явления электрофоретической дисперсии предполагалось, 
что противоионы во вводимой пробе имеют одинаковые подвижности. На практике это 
соблюдается далеко не всегда, и подвижности коионов пробы и фонового электроли- 
та могут различаться весьма значительно. Однако установлено, что в том случае, к 38 
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С / Св < 10}, подвижность и концентрация противоионов не оказывают заметного вл. 
яния на достигаемое разделение. 





Более детальное рассмотрение явления электрофоретической дисперсии Проведен) бы 

в работах [29-32]. ра у 
8 

10.3.4. Влияние начальной ширины зоны вводимой пробы р 

Втом случае, когда раствор анализируемой пробы вводится в капилляр в форме четко ревязй пс 
отграниченной зоны с прямоугольным распределением концентраций, дисперсия этого еек 
распределения может быть рассчитана по уравнению: и 

5 коб 
Р=0,1х х[хУ; (10,52) 
Св дробь буде" 
где [- начальная ширина зоны (см). 

При движении по капилляру распределение концентраций пробы постепенно при- Легко под 
обретает форму гауссовой функции под действием диффузии. В типичных случаях, на- створа Пр 
пример, при использовании капилляров диаметром 75 мкм, обычно длина зоны вводи- ного р 
мой пробы составляет 1-2 мм. ненной раст 

Показано [33], что вклад диффузии в расширение зоны пробы при ее движении по переносящи 
капилляру может быть описан следующим соотношением: низкоконце 

я 1 2 сотен, 
в: = и (10.53) Е 
где |, - эффективная длина капилляра от его начала до точки детектирования. = 

Легко подсчитать, что при типичных значениях времени миграции порядка 10 мин. быт . 
ипри обычных величинах коэффициентов диффузии диффузионное расширение зоны «ресек 
пробы составит 0,2-2,2 мм, что вполне сопоставимо с начальной шириной зоны вводи- лектричес 
мой пробы. В этих условиях достигаемое число теоретических тарелок равно ское 

вИЖНо. 
АИ = 2420 (10.54) В связи 
Остав: 

Экспериментально установлено, что в отсутствие каких-либо специальных мер на- А напря» 
чальная ширина зоны пробы составляет всего 1% от общей дисперсии пиков при вре- РаЗела к 
мени ввода пробы 0,2 с и достигает 98% при времени ввода пробы 15 с [34]. Для умень- “то обще 
шения влияния начальной ширины зоны прибегают к приему сжатия начальных зон тены ион 
анализируемых компонентов, которое осуществляется следующим образом. Жатие п 

В разделительный капилляр, заполненный переносящим буферным раствором (1), к та 
имеющим электропроводность К, вводят относительно длинную пробку анализиру- кто 
емого раствора, представляющего собой буферный раствор (2) с существенно мень- М, а де 
шей концентрацией ионов и, соответственно, с меньшей электропроводностью К, Если Ложи 
первоначально введенная проба занимает часть длины капилляра х, то напряженности 
электрического поля в отрезках капилляра с пробой и с переносящим буфером могут м 
быть выражены следующим образом: смо, 

ры ооаеыый (10.55) исх 


1 у Ня.) 
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сбои: ции 
2 Ух+(1-х) (10.56) 


ще > орк орет буфера и раствора 
2 

пробы, а Е - первоначальное значение напряженности электрического поля в капил- 
ляре (до ввода пробы). 

В связи с тем, что по условию эксперимента К > К, > Ь отсюда следует, что элек- 
трическое поле в секции капилляра, заполненной переносящим буфером, будет 

й 
ослабленов /ух+(1-х ураз, а поле в секции капилляра, заполненной раствором 


2 
обы, будет усилено в число раз, равное 10.57 
ры из ух+(1-х) реке: 


Легко подсчитать, что, например, в том случае, если удельная электропроводность 
раствора пробы в 100 раз меньше, чем удельная электропроводность переносящего 
буферного раствора, напряженность электрического поля в секции капилляра, запол- 
ненной раствором пробы, будет усилено в 9 раз, а в секции капилляра, заполненной 
переносящим буфером, - ослаблено в 11 раз. Если вводимая проба представляет собой 
визкоконцентрированный водный раствор» то величина может достигать нескольких 
сотен. 

Вследствие более высокой напряженности поля в секции капилляра, занятой рас- 
твором пробы, ионы анализируемых веществ движутся более быстро по направлению 
кгранице раздела пробы и переносящего буферного раствора. Как только ионы про- 
бы пересекут эту границу, они попадают в зону действия более слабой напряженности 
электрического поля. Здесь скорость их движения снижается и происходит электрофо- 
ретическое разделение в соответствии с соотношением значений электрофоретической 
подвижности разделяемых компонентов. 

В связи стем что поток ионов, пересекающих границу раздела двух растворов, дол- 
жен оставаться постоянным» а абсолютные скорости миграции ионов пропорциональ- 
ны напряженности электрического поля, В непосредственной близости от этой границы 
раздела концентрация ионов пробы будет повышена в у раз. При этом вследствие того, 
что общее количество ионов остается постоянным, ширина зоны, в которой распреде- 
лены ионы пробы, должна во столько же раз уменьшиться, то есть должно произойти 
сжатие первоначально введенной пробы. Далее сформировавшиеся узкие зоны будут 


подвергаться электрофоретическому разделению. В обычных условиях капиллярного 
ная проба вводится в конец капилляра, соединяемый сано- 


электрофореза, когда исход 
лизи его катодного конца, сжатию подвергаются зоны 


дом, а детектор располагается вб, 
положительно заряженных ионов У передней границы зоны введенной пробы и отри- 


цательные ионы У задней границы [35, 36]. 

Понятно, что неионные соединения, переносимые по капилляру действием элект- 
роосмотического потока, таким образом сжиматься и концентрироваться не будут, так 
что исходная ширина зоны будет вносить существенный вклад в конечную ширину на- 
блюдаемых электрофоретических пиков. 

биться существенного сжатия зон положительных и отрицатель- 


Для того чтобы до 
ных ионов, подлежащие анализу вещества растворяют в том же буферном растворе, 
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который используется в качестве переносящей Ба однако разбавленном примерно 
в 10-15 раз. Конечно, пробу можно вводить и в любом другом растворе, рта его элек. 
тропроводность должна быть в 10-15 раз меньше, чем у переносящего уфера, 

Раствор пробы вводят гидродинамическим способом в капилляр через его анодный 
конец, т.е. так, чтобы образовать зону, примерно в 10 раз превышающую величину 
уширения ее под действием диффузии. При наложении электрического поля возникает 
электроосмотический поток, скорость которого заметно превышает скорость электро- 
форетической миграции разделяемых ионов в зоне переносящего электролита. Поэто- 
му и положительные, и отрицательные ионы после сжатия зон выносятся к катодному 
концу капилляра и регистрируются детектором. 

Следует заметить, что в той зоне капилляра, которая занята раствором пробы с низ- 
кой электропроводностью, напряженность электрического поля оказывается сущест- 
венно выше, чем в остальной части капилляра. Поэтому, покинув зону раствора пробы, 
сжатые зоны компонентов пробы движутся значительно медленнее, чем в зоне пробы, 
В то же время, именно в этой части капилляра, заполненной переносящим буферным 
раствором, должно осуществиться их электрофоретическое разделение. Поэтому, когда 
электропроводность исходного раствора пробы очень низка ( например, в 100 раз ниже 
электропроводности переносящего буферного раствора), возможна ситуация, когда ио- 
ны анализируемой смеси не успеют в достаточной степени разделиться до того момента, 
когда будут вынесены электроосмотическим потоком к детектирующему устройству. 
Из этого следует необходимость выбора оптимального соотношения электропровод- 
ностей раствора, пробы и переносящего буфера, которое обеспечивало бы интенсив- 
ное сжатие зон, с одной стороны, и их достаточное электрофоретическое разделение, с 
другой стороны [37]. 

Для того чтобы увеличить в возможно большей степени размер вводимой в капил- 
ляр пробы, прибегают к приему вытеснения буферного раствора пробы из капилля- 
ра электроосмотическим потоком после того, как уже произошел процесс сжатия зон 


статочное для вытеснения 90-95% буфера пробы из капилляра. При этом, конечно, из 
капилляра будут удалены также и ионы, сконцентрированные у задней границы зоны 
первоначально введенной пробы. 

Так, например, если проба введена гидродинамическим способом в анодный конец 
капилляра, то при сжатии зон катионы будут продвигаться к переднему фронту зоны 
пробы, а анионы к заднему фронту. При перемене полярности электрического поля 
электроосмотический поток будет направлен к аноду, т.е. к тому концу капилляра, через 
который была введена проба. При этом вначале сконцентрированные у задней границы 
зоны пробы положительные ИОНЫ, а затем и электролит, в котором были растворены 
подлежащие анализу компоненты пробы, будут вынесены из капилляра. Момент, когда 
электролит пробы будет почти полностью вынесен из капилляра, определяют по изме- 
нению протекающего через капилляр тока. По мере вытеснения электролита пробы, 
обладающего низкой электропроводностью, ток, протекающий через капилляр, воз- 
растает. Когда его значение достигает 93-95% той величины, которая наблюдалась до 


ввода пробы, снова меняют полярность, и проводят разделение оставшихся в капилляре 
отрицательных ионов. 
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нонов, необходимо изменить направление э 


но сделать путем динамического покрыти 
веществами (например, такими так бром 
зконцентрации около 1мМ). В этом случ 
тока из капилляра будут удалены вначале 
электролита пробы. 


Такой прием позволяет увеличить величину анализируемой пробы в несколько со- 
тен раз, заполняя ею до 2/3 длины применяемого капилляра. В общем, максимально 
возможная при данных условиях длина капилляра, занятая зоной пробы, отвечает со- 
отношению электрофоретической подвижности определяемого иона и скорости элек- 
троосмотического потока. 

Описан ряд модификаций рассмотренного процесса сжатия начальных зон анали- 
зируемой пробы. Эти приемы направлены на достижение возможно более полного раз- 
деления компонентов наряду со значительным увеличением чувствительности опреде- 
ления, т.е. снижения предельно детектируемых количеств определяемых компонентов 
[40,41]. Так, предложено до ввода пробы вводить в капилляр небольшую зону чистой 
воды или слабо проводящего электролита [40]. Рекомендуется вводить пробу электро- 
кинетическим методом в течение 30 с при напряжении 5КВ или 5 с при напряжении 
30 кВ. Показана возможность применения переносящего электролита с более высокой 
подвижностью, чем анализируемые ионы. При очень низких концентрациях ионов про- 
бы (порядка 10°М) и при концентрациях переносящего электролита порядка 5-20 мм 
при этом достигается значительное обогащение пробы и сжатие соответствующих зон 
по механизму изотахофореза [41]. Более детальное описание механизма и технических 

приемов сжатия проб можно найти в руководствах [6-10]. 

Здесь важно отметить, что именно возможность значительного сжатия еж в 
зон ионов пробы при отсутствии свойственных хроматографии факторов ид 
ного расширения зон определяют исключительно высокую Чи и 
метода капиллярного электрофореза, обеспечившую этому методу шир 
ласть применения. 


Однако существует весьма важный фактор, офи преаинеаа В 
влияние на процесс электрофоретического разделения. Это 


го тока через заполнен- 
Джоулево тепло, выделяющееся при прохождении ее : а 
НЫЙ электролитом капилляр и нагревающее электролит. ие А 
ипути устранения его негативного влияния будут рассмотр 


который оказывает крайне отрицательное 


10,3.5, Джоулево тепло 


К ический ток, капилляр, за- 
ак всякий проводник, через который протекает электричес г 
› 


ии электрического поля под- 
полненный токопроводящим электролитом, при Ао первые ° 
Вергается нагреву. При этом повышается температур рии 4" > 
а ЬВЫВЫВаеТ СООТВЕТОТВУЮ ИР име ле Как в любом проводнике элек- 
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Кого пр смотического по реже. 
офиля скорости электроо а 
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Е 
И/= и] = бы = ж (10,58) 


где ]- сила тока, И — приложенное напряжение, а К — электрическое сопротивление про- 
водника. 

С другой стороны, тепловая мощность, И’, выделяющаяся в капилляре на единицу 
объема при приложении электрического поля, может быть выражена следующим урав- 
нением: 


И=Е’хлхСхф (10,59) 


где Е- напряженность поля (В/см), д — эквивалентная проводимость раствора перено- 
сящего электролита (см?/Омхмоль), С- концентрация электролита ( моль/л), а ф- пара- 
метр пористости среды в капилляре, равный для полого капилляра единице. 

При типичных значениях параметров капиллярного электрофореза (Е = 300 В/см; 
Д = 150 см?/Омхмоль; С = 50 мМ) можно видеть, что И/ = 675 Вт/см?. При длине капил- 
ляра - 60 см и его внутреннем диаметре 75 мкм количество джоулева тепла, выделяю- 
щееся в нем, составит 1,7 Вт. 

Было установлено, что при выделяемой в капилляре мощности менее 3 Вт абсолют- 
ная температура электролита может быть подсчитана по эмпирической формуле 


Т= 11,5\/ + 298 (10.60) 


При этом можно полагать, что при величине рассеиваемой в капилляре мощности 0,1 
Вт температура электролита повышается на 11 К при воздушном охлаждении капилляра 
путем естественной конвекции и на 0,6 К при принудительном воздушном охлаждении. 
Так, при токе порядка 50 мкА увеличение температуры в капилляре составит около 11 
К [8]. Джоулево тепло отводится из центральных зон капилляра через периферийные 
слои электролита, через стенки капилляра и через окружающую капилляр среду. Разница 


температур электролита в центре капилляра и уего стенки пропорциональна квадрату 
его внутреннего диаметра, 4, 


ы 
И’ха2 
дЕ= 4 (10.61) 
16К 
где К — теплопроводность электролита (Вт/см, °С). Для воды теплопроводность равна 
6х103 Вт/см,°С. Большинство органических растворителей имеет в несколько раз мень- 
шую теплопроводность, например, для метанола К = 1х10-3 Вт/см, °С, тогда как стекло 
и кварц, из которых чаще всего изготавливают капилляры, имеют теплопроводность в 
1,5-2 раза большую [(1-1,5)х 10-2 Вт/см, ге 
С другой стороны, теплопроводность воздуха равна 2,5х10-* Вт/см, °С, т.е. более чем 
В 20 раз меньше, чем у водного раствора. Именно это и создает наибольшее термичес- 
кое сопротивление отводу тепла из капилляра. Скорость теплоотвода увеличивается при 
увеличении скорости воздушного потока, что иллюстрирует рис. 10.5. 
Применение жидкостного (водяного) охлаждения капилляра позволяет еще умень- 
шить различия температуры между центральными и периферийными областями ка- 
пилляра. Неравномерность температурного поля внутри капилляра приводит к целому 
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Рис. 10.5. Разница температур в центре и у стенки капилляров разных диаметров 
при естественной конвекции окружающего воздуха и при принудительном обдуве 
[37]: 1 - естественная конвекция; 

2-4-принудительный обдув при скорости потока 2-0.1 м/с; 3 - 1.0 м/с; 4- 10 м/с 


ряду нарушений нормального электрофоретического процесса, наиболее важными из 
которых ЯВЛЯЮТСЯ следующие. 

Ранее было указано, что величина электроосмотического потока И обратно пропор- 
циональна вязкости жидкости, которая в свою очередь зависит от температуры экспо- 
ненциально: 

РА 
ПЕ хе (10.62) 


где С- константа; Е, — энергия активации вязкого течения; К — универсальная газовая 
постоянная (8,314 Дж/мольх°С). 

Отсюда следует, что сростом температуры вязкость жидкости уменьшается примерно 
на 2% на 1 градус. Соответственно меняется и скорость электроосмотического потока: 


А. 
= @ ем (10.63) 


где С’ константа пропорциональности. 

Как следствие, наличие разницы температур в центральной и периферической об- 
ластях капилляра приводит к искажениям плоского фронта скоростей электроосмоти- 
ческого потока, что неизбежно влечет за собой расширение электрофоретических зон, 
то есть снижение эффективности разделения. 

Кроме того, изменения температуры влекут за собой и изменения ионной силы и 
подвижности самих разделяемых веществ, что также увеличивает электрофоретичес- 
кую дисперсию. При наличии адсорбционных явлений в капилляре с изменением тем- 
пературы меняются также коэффициенты распределения между фазами и кинетические 
параметры сорбционных процессов. 

Таким образом, наличие значительных неоднородностей температурных полей в ка- 
пилляре приводит к резкому ухудшению разделяющей способности системы. Поэтому 
одно из главных условий достижения высокой эффективности процесса электрофоре- 
тического разделения веществ заключается в обеспечении как можно меньших разли- 

чий в температурах центральной и периферической зон применяемого капилляра. До- 
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пустимыми границами здесь можно считать различия температур, не превышающие 
5-7 градусов. 

Показано [42], что вклад термических эффектов в высоту, эквивалентную теорети- 
ческой тарелке, не превышает 0,1 от вклада продольной диффузии при условии 


а, хЕхС>3,3х10° (10.64) 


тде 4,— внутренний диаметр капилляра (мкм), Е - напряженность электрического Поля 
(В/мм) и С- мольная концентрация электролита в капилляре. 

Это условие выполняется при концентрации переносящего электролита 0,01 М и на- 
пряженности поля 30-50 В/мм для капилляров диаметром до 250-140 мкм, что обычно 
и считается их верхней границей. 

Одновременно выделение джоулева тепла ограничивает и применяемые величины 
напряженности поля, так как при слишком большом напряжении возможен сильный 
разогрев и даже вскипание переносящего электролита, особенно в тех случаях, когда 
анализируемую пробу вводят в виде очень сильно разбавленного раствора. 

Таким образом, необходимость интенсивного отвода тепла определяет необходимость 
применения в капиллярном электрофорезе капилляров малого диаметра, что, естествен- 
но, ограничивает достигаемую чувствительность метода и препятствует его применению 
для препаративного разделения сколько-нибудь значительных количеств веществ. Тем 
не менее достигаемые с его помощью аналитические результаты столь многообразны и 
эффективны, что этот метод уже занял важную позицию среди других аналитических 
методов, и его значимость будет, несомненно, все более и более возрастать в будущем. 


10.4. Капилляры 


В настоящее время наиболее часто применяемым материалом для изготовления ка- 
пилляров, используемых в капиллярном электрофорезе, являются кварцевые капилляры, 
покрытые слоем полиимидного лака. Известны также примеры применения для этой 
цели капилляров, выполненных из стекла (Пирекс) и из фторопласта (Тефлон). Широ- 
кое применение кварцевых капилляров связано с рядом присущих плавленому квар- 
цу свойств. Наиболее существенными для применения в капиллярном электрофорезе 
свойствами этих материалов являются высокая механическая прочность, большая теп- 
лопроводность кварца и его прозрачность в УФ-диапазоне, что обеспечивает широкие 
возможности для детектирования разделенных фракций. Из плавленого кварца могут 
быть изготовлены капилляры диаметром от нескольких микрометров до 0,5 мм и б0- 
лее. В капиллярном электрофорезе наиболее часто применяются кварцевые капилляры 
длиной от 0,5 до 1мсвнутренним диаметром 10-150 мкм при внешнем диаметре от 200 
до 360 мкм. Наличие внешнего полиимидного покрытия значительно увеличивает про- 
чность кварцевых капилляров, что существенно облегчает работу с ними. 

Внутренняя поверхность кварцевого капилляра, заполненного буферным раствором 
(переносящим электролитом), обычно несет группы = ОН, имеющие слабо кислотный 
характер. В условиях капиллярного электрофореза это определяет направление элект- 
роосмотического потока от анода к катоду. Описаны многочисленные процедуры моди- 

фикации внутренней поверхности кварцевых и стеклянных капилляров, позволяющие 
изменить знак поверхностных зарядов на противоположный и таким образом поменять 
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направление электроосмотического потока. Эти п 
оводств по капиллярному электрофорезу и во 


[6-10]. Внешнее полиимидное покрытие кварцевых капилляров практически непро- 
зрачно для УФ-излучения. Поэтому для осуществления детектирования разделенных 

ракций полиимидное покрытие удаляют на длине 1-3 мм вблизи конца капилляра, 
ближайшего к катоду. Эту операцию проводят либо механически, соскабливая полии- 
мидное покрытие, либо нагревая небольшой участок капилляра в газовом пламени. Эта 
операция также подробно описана в многочисленных руководствах. Некоторые фирмы 
поставляют специально для капиллярного электрофореза кварцевые капилляры с по- 
лимерным покрытием, прозрачным для УФ-излучения [43]. Имеются также сообщения 
о применении стеклянных капилляров прямоугольного сечения с размерами 20х200, 
30х300, 50х50, 50%500 и 100х100 мкм [44]. Такие капилляры облегчают применение УФ- 
детектирования, но оказываются весьма непрочными и требующими очень осторож- 

ного обращения. Их преимуществом, помимо легкости УФ-детектирования, является 

повышенная способность к рассеиванию выделяющегося джоулева тепла, что позволяет 

работать с повышенными напряженностями поля и сувеличенными объемами пробы. 

Это, соответственно, позволяет заметно увеличить чувствительность определения, осо- 

бенно в области малых концентраций анализируемых компонентов. 

Рекомендуется использовать отдельные капилляры для работы в узком интервале рН, 
непревышающем 2 единиц (например, один капилляр - в диапазоне рН 2-4, второй - в 
диапазоне 4-6 и т.д.). Для повышения воспроизводимости времен миграции рекомен- 
дуется следующая последовательность операций: 

- промывка 0,1 М раствором гидроксида натрия в течение 5 мин; 
- промывка бидистиллированной водой в течение 2 мин; 
- промывка переносящим буферным раствором в течение 10 мин. 

Хранить подготовленные капилляры предпочтительно в сухом виде. 

В ряде случаев оказывается необходимой модификация внутренней поверхности 
кварцевых и стеклянных капилляров путем нанесения на нее различных покрытий. 
Чаще всего целью такой модификации оказывается уменьшение интенсивности вза- 
Имодействия разделяемых веществ с силанольными группами на поверхности кварца. 
Влругих случаях, напротив, такое покрытие выполняет функцию хроматографической 
неподвижной фазы, так что разделение происходит, в основном, за счет раЗЯиНИЙ в ха- 
Рактере сорбционных взаимодействий разделяемых веществ и нанесенной неподвиж- 
Ной фазы. Такие процессы, обычно относимые к электрокинетической хроматографии, 
Кратко Рассмотрены в следующем разделе. 


Модификация поверхности кварцевых и стеклянных капилляров может быть про- 
й цели к переносящему буферному раствору 
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[49], полиэтиленимина [50], ВО > Е ыы ия =. бк». модифиц. 
ции поверхности капилляров путем обработки Р Рами протеинов [58 
троосмотического потока, а в ряде случаев и к его обращению. Это создает весьма ши. 
рокие возможности для варьирования условий капиллярного электрофореза примени. 
тельно к решаемой аналитической задаче. 

Для удобства размещения в приборах для электрофореза часто кварцевые и тонкие 
стеклянные капилляры сворачивают в кольцо или в спиральную бухту. Эта операция мо. 
жет приводить к существенному снижению эффективности разделения, Так, по данным 
работы [60], эффективность заполненных гелем капилляров диаметром 75 мкм, равная 
для прямого капилляра 107 т.л./м, при свертывании в спираль снижалась в 3 раза, тогда 
как эффективность полого капилляра того же диаметра (2-10° т.т./м) при свертывании 
в спираль заметно не менялась. 

Совокупность имеющихся в настоящее время данных позволяет предположить, что 
в будущем значение фторопластовых и стеклянных капилляров может существенно 
возрасти. 


10.5. Методы электрохроматографии 


В ряде вариантов метода капиллярного электрофореза для разделения анализируе- 
мых веществ используют межмолекулярные взаимодействия, аналогичные применя- 
емым в хроматографической технике (адсорбция, абсорбция, гель-фильтрация). При 
этом сорбционный материал (неподвижная фаза) может быть закреплен на стенках 
капилляра, либо может заполнять весь его объем, или может присутствовать в перено- 
сящем электролите в форме достаточно крупных молекулярных образований (мицелл 
или агрегатов полимерных молекул). 

Важным преимуществом методов электрохроматографии является возможность 
разделения неионных соединений, как и в высокоэффективной жидкостной хроматог- 
рафии. При этом в полной мере используются такие преимущества метода капилляр- 
ного электрофореза, как плоской фронт скоростей подвижной фазы, простота приме- 


няемой аппаратуры, малый расход подвижной фазы и очень высокая эффективность 
достигаемого разделения. 
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Рис. 10.6. Разделение смеси ароматических 
соединений методом обращенно-фазовой 
электрохроматографии на кварцевой колонке 
размером 285 мм Х 50 мкм, заполненной 
адсорбентом Гиперсил с величиной зерна 3 мкм: 

1 - тиомочевина; 2 - бензиловый спирт; 

3 - бензальдегид; 4 - бензол; 

5 - 1,2-дихлорбензол; 6 - 1,2,3,-трихлорбензол; 
7- 1,2,3,4-тетрахлорбензол; 8 - пентахлорбензол; 
9 - гексахлорбензол. Электрокинетический ввод 
пробы (2,5 кВ, 5 с), напряжение 45 кВ, 

6.00 750 9.00 ток 2 мкА. Подвижная фаза - смесь 0,002 М раствора 
время миграции, мин  тетрабората натрия с ацетонитрилом (1:4), рН 8.7 





00% 150 3.00 4.50 


статочное количество силанольных групп для создания электроосмотического потока. 
Вкапиллярах, заполненных мелкозернистым силикагелем, скорость электроосмотичес- 
кого потока при прочих равных условиях оказывается меньше, чем в полых, несмот- 
ря на то, что 6-потенциал на поверхности силикагеля имеет ту же величину, что и на 
поверхности кварца. Однако меньший размер каналов и беспорядочное, хаотичное их 
направление в слое адсорбента приводят к снижению скорости электроосмотического 
потока в 1,5-2 раза [62]. 

Приготовление капиллярных колонок для электрохроматографии подробно описан- 
ное в работах [62, 63], в основном, включает те же операции, что и процесс заполнения 
колонок для высокоэффективной жидкостной хроматографии (см. гл. 7). 

Результаты процесса электрохроматографии зависят от целого ряда факторов, сре- 
ди которых наиболее важны рН и ионная сила раствора (переносящего электролита), 
приложенное напряжение, наличие органических модификаторов в составе электро- 
лита. В диапазоне концентраций электролита от 4.105 до 0,2М наблюдается довольно 
незначительное влияние этого параметра на величину электроосмотического потока. 
В то же время при повышенных концентрациях переносящего электролита сущес- 
твенно повышается эффективность разделения. Для боратного буферного раство- 
ра считается оптимальным диапазон концентраций 2-4 мМ. Показательный пример 
применения электрохроматографии для разделения неионных соединений приведен 
на рис. 10.6 [8]. 

Детальное обсуждение вопросов расширения зон влияния термических эффектов и 
величины зерна применяемого сорбента на эффективность разделения в электрохро- 


матографии приведено в работах [37, 61, 62]. 


10.5.2. Мицеллярная электрокинетическая хроматография 

Мицеллярная электрокинетическая хроматография представляет собой такую моди- 
фикацию метода капиллярного электрофореза, которая позволяет осуществить высоко- 
эффективное разделение неионизирующихся, электрически нейтральных молекул. 

Принцип этого метода разделения достаточно прост. Мицеллы представляют собой 
достаточно крупные молекулярные образования, образующиеся в водном растворе при 
некоторой концентрации поверхностно-активного вещества. Наименьшая концентра- 
ция его, при которой начинается образование мицелл, называется критической кон- 
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центрацией мицеллообразования. Пия ера чертой куче веществ (ПАВ) 
эта концентрация составляет от 10° до 1,4х10? М. Наименьшие значения критической 
концентрации мицеллообразования характерны для неионных поверхностно-активных 
веществ типа полиэтиленгликольсорбитанмоноолеата (Твина 80). 

Отдельная мицелла разных поверхностно-активных веществ может состоять из раз 
ного числа отдельных молекул. Это число для разных ПАВ изменяется от 3-4 до 130 и 
более. В зависимости от типа ПАВ мицеллы несут поверхностный положительный (для 
катионных ПАВ) или отрицательный (для анионных ПАВ) заряд, либо электрически 
нейтральны. Однако скорость электрофоретической миграции столь крупных моле- 
кулярных образований весьма невелика, оказываясь намного меньшей, чем скорость 
электроосмотического потока. К 

Поэтому, если электроосмотический поток направлен от катода к аноду, то в том же ейной 
направлении перемещаются и мицеллы. Если в раствор, содержащий ПАВ в мицеллярной 
форме, ввести смесь подлежащих разделению веществ, то они распределяются между 
гидрофобной мицеллярной средой и водной фазой в соответствии с индивидуальными 
коэффициентами распределения К. При этом медленно движущиеся в электрическом 





поле крупные мицеллярные образования играют роль хроматогафической неподвижной ЕК 

фазы по отношению к молекулам разделяемых веществ, продвигающихся в водной фа- ы- 
зе с существенно большей скоростью электроосмотического потока. По-существу при (моль) 
этом реализуется процесс обращенно-фазовой хроматографии, в которой мицеллы ре 
ПАВ выполняют роль псевдостационарной фазы. При этом чрезвычайно малые разме- Ск 
ры мицелл определяют очень высокую скорость установления равновесия. Отсутствие ВИТЬ 
других размывающих факторов и малая величина продольной диффузии определяют парам 


очень высокую эффективность такого хроматографического процесса. Пример разде- 
ления неионизирующихся соединений с помощью этого метода приведен на рис. 10.7. 

Понятно, что наименьшее время удерживания в таком хроматографическом процессе 
1, = Е, будет иметь такой компонент, который совершенно не взаимодействует с мицел- 
лами и, следовательно, продвигается в капилляре со скоростью электроосмотического 
потока. С другой стороны, наибольшее возможное время удерживания равно времени 
электрофоретической миграции мицелл, 1„. Все прочие вещества будут иметь времена 
удерживания в интервале от {до { , Коэффициент емкости компонента # в данной сис- 


И: 
Жела, 
теме К, может быть рассчитан из времен миграции электроосмотического потока 1, по ПУте 
следующей формуле [59]: ЦЮ 





: к (10.65) Г 
Л -.—е 
ео Х |] т Кати 
Легко видеть, что при бесконечно большом времени миграции мицелл, #, —> °°, Эта ь- 
формула преобразуется в обычное для жидкостной хроматографии выражение для Ко- хо 
эффициента емкости, в котором величина # играет роль времени удерживания Не` бо 
сорбирующегося компонента. В том случае, когда разделению подвергаются вещества, д 
способные к ионизации, на хроматографический механизм накладывается электрофо- Эле 
ретическое разделение [60]. При этом резульгирующая подвижность иона разделяемо` Тот 

го соединения определяется как средневзвешенная величина подвижности мицелл и 
собственной подвижности определяемого соединения. | 
| 
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Рис. 10.7. Разделение смеси неионизирующихся 


ати методом мицеллярной электрокинетической 
роматографии: 1 — метанол, не взаимодействующий 
с мицеллами и выполняющий функцию 
несорбирующегося компонента; 2 — фенол; 
3-бензиловый спирт; 4 - бензол; 5 - нитробензол; 
6 - толуол; 7 — краситель Судан И!, перемещающийся 
вместе с мицеллами. Прибор Бекман Р/АСЕ 2000, 
кварцевый капилляр размером 57 смх 75 мкм, 
гидродинамический ввод пробы в течение 1 с; 
напряженность поля 263 В/см; температура 25°С; 
УФ-детектирование при длине волны 214 нм; 
о 10 20 30 40 переносящий электролит-фосфатный буфер (29 мм) 
с добавкой додецилсульфоната натрия (50 мМ), рН 8 
Коэффициент емкости разделяемого вещества связан с концентрацией мицелл ли- 
нейной зависимостью: 


0.10 


0.05 


0.00 





К=Кху([5] - Сь) (10.66) 


тде К- коэффициент распределения в растворе, У- мольный объем ПАВ, [5] — мольная 
концентрация ПАВ в растворе, С, — критическая концентрация мицеллообразования 
(моль/л). Это уравнение выполняется при низких концентрациях как ионизирующихся, 
так и неионизирующихся веществ. 

Степень разделения двух близких пиков в мицеллярной хроматографии можно оце- 
нить, подставив уравнение (10.66) в обычное хроматографическое уравнение для этого 
параметра: 


1 
ее 
ВМ к 9-1 о ео НЕЕЫ (10.67) 
4 0, 1+К> о 
[1+1 ХК, 


Из этого уравнения следует, что для увеличения т разделения весьма 
ео 
Желательно по возможности уменьшить соотношение /4„. Это может быть достигнуто 
Путем уменьшения или даже полного подавления электроосмотического потока с а 
Щью введения в переносящий электролит органических и: еды ПАВ 
ветствующего покрытия стенок капилляра. Вопросы Неощия 5 и [61] 
вусловиях кинетической мицеллярной хроматографии рии: применяют 
В качестве мицеллообразующих ПАВ в мицеллярной хром г — ПАВ имеет свои 
катионные, анионные и неионные соединения. Каждая из этих обаена натрия об- 
особенности и свою область применения. Так, ПАВ типа додецилсу, 


ому такие соли не должны 
ых металлов. Поэт 
рые астворов. Хлорид цетилтриметиламмония 


окодить в состав ‚еее ны вых и стеклянных капилляров, что приво- 
способен нках кварце 
адсорбироваться на сте ащению направления 
Дитк о: а заряда и, как Бык == от д каноду, 
ы ае н: 
Электро, Последний в этом случ: 
осм. ока. Послед 
р отического пот [8]. 


Е като, 
к. Па 5 орки НВ и цвиттерионных ПАВ [62]. Так, вве- 
Яд преимуществ имеет применение н 
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Ление в переносящий эл ектролит октилгликозида и3-(3-хол: р. 
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монио-3-пропансульфоната оказывает лишь малое влияние ыы электроос. 
мотического потока, не влияет на зао трокровожиости Е и следовательно, не 
изменяет величину протекающего через электролит тока и количество выделяющегося 
еее ое оказалось применение в качестве ПАВ желчных кислот и их про- 
изводных [63]. Эти природные соединения образуют стабильные мицеллы в присутствии 
многих органических растворителей, что позволяет существенно расширить область при- 
менимости метода капиллярного электрофореза на ряд гидрофобных соединений, плохо 
растворимых в воде. Желчные кислоты оптически активны, что позволяет использовать 
их для разделения энантиомеров. Некоторые примеры таких разделений приведены ниже, 
Влияние ионной силы и рН переносящего буфера, температуры, различных модифици- 

рующих добавок на результаты мицеллярной электрокинетической хроматографии пол- 

робно рассмотрено в ряде монографий по капиллярному электрофорезу. 

Несмотря на известную ограниченность возможностей электрокинетической мицел- 
лярной хроматографии, связанной с ограниченным интервалом времен удерживания 
между 1, и 1; , с помощью этого метода удается достигать весьма высоких значений 
эффективности разделения, превышающих 500 000 т.т., при использовании капилляров 
длиной всего 40-50 см. Эти возможности делают метод электрокинетической мицелляр- 
ной хроматографии одним из самых высокоэффективных методов в настоящее время 
и открывают весьма широкие и привлекательные перспективы в будущем. 


10.5.3. Капиллярный гель-электрофорез 
Втом случае, 


ицы разного размера [64]. Ясно, что молекулы мень- 
ть в структуре геля быстрее, так как для перемещения 
доступно большее число каналов. 

ель такого процесса предполагает, что молекулярная цепь разде- 
ляемых макромолекул много больше, чем размер пор молекулярно-ситовой структуры 


так что макромолекулы мигрируют через узкие поры гелевой структуры подобно 
змее, проползающей в узкую нору [65]. 
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Телевые структуры в капиллярах формируют путем полимеризации акриламида в 
присутствии сшивающих агентов, таких как М, М-метиленбисакриламид. При этом фор- 
мируется гель со средним размером пор от 2 до8 нм [66]. Кроме того, достаточно широко 
используют гели агарозы в ее нативной форме и в виде различных модификаций. 

Одной из быстро развивающихся модификаций техники капиллярного гель-эл 
рофореза является разделение макромолекул в среде растворов различных водораство- 
имых полимеров, выполняющих функцию «жидкого молекулярного сита». В качестве 
таких полимеров используют гидроксиметилцеллюлозу, гидроксипропилметилцеллюло- 
зу, метилцеллюлозу, декстраны с молекулярной массой порядка 100 тыс. а.е.м, [67-69]. 

Результаты, получаемые с помощью метода капиллярного гель-электрофореза, в при- 

нципе сходны с результатами гель-проникающей (ситовой) жидкостной хроматогра- 
фии. Однако этот последний метод вследствие ряда причин фундаментального харак- 
тера не позволяет добиться достаточно высокой эффективности разделения и поэтому 
не причисляется к высокоэффективным хроматографическим процессам. Напротив, 
метод капиллярного гель-электрофореза обеспечивает эффективность разделения до 
1 млн. теор. тарелок и более даже при длине капилляра порядка 0,5 м. При этом ока- 
зывается возможным, например, провести полное разделение более 400 полимер-го- 
мологов поли-(уридин-5’-фосфата) с числом мономерных звеньев от 1 до 431 [70]. Та- 
кие результаты по справедливости обеспечивают данной модификации капиллярного 
электрофореза прочное место среди других высокоэффективных методов анализа и 
разделения веществ. 


ект- 


10.6. Примеры применения метода капиллярного 


электрофореза 

Ниже приведено несколько достаточно показательных примеров, иллюстрирующих 
исключительно богатые возможности метода капиллярного электрофореза при разделе- 
нии близких по свойствам веществ и многокомпонентных смесей. Получаемые при этом 
электроферограммы, приведены нарис.10.8-10.17 в порядке усложнения решаемых ана- 
литических задач [71-78]. Понятно, что эти примеры не исчерпывают все многообразие 
задач разделения, решаемых © помощью метода капиллярного электрофореза, однако 
они имеют целью дать читателю представление о весьма широких возможностях этой 
сключительно эффективной техники разделения веществ. 
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Рис. 10.9. Разделение смеси 
цефалоспориновых антибиотиков методом 
мицеллярной электрокинетической 
хроматографии; 1 — цетилтриметиламмоний; 
2 - цефлазидин; 3 — цефотаксим; 

4 - цефопираксон; 5 — цефменоксим; 

6 - цефпирамид; 7 — цефтриазон; 

8 - цефтриаксон; 9 — цефпимизол; 

10 — цефминокс. УФ-детектирование при 
длине волны 210 нм 





Рис. 10.8. Разделение смеси лека 
наркотических веществ методом 
электрокинетической хроматогра 
размером 25 см х 50 мкм; напряж 
температура 40°С; переносящий 
содержит 85 мм додецилсульфата натрия, 

8.5 мМ бората и 15% ацетонитрила, рн 8.5, 
УФ-детектирование при длине волны 210 нм, 
Обозначение пиков: 1 — псилоцибин; 

2- морфин; 3 — фенобарбитал; 4 — псилоцин; 

5 - кодеин; 6 — метаквалон; 7 — ЛСД; 8 - героин; 
9 - амфетамин; 10 — лоразепам; 11 - фентанил; 
12 - фенциклидин (РСР); 13 — каннабинол: 

14 - 9-тетрагидроканнабинол 


рственных и 
мицеллярной 
фии. Капилляр 
ение 15 кВ; 
электролит 








кл: АО ь. ЯВ | 
10 20 
время миграции, мин. Рис. Е 
е 

Рис. 10.10. Разделение смеси пуриновых а оли гИдра 
оснований с концентрациями от 2 до 9 мкг фосфое З- 
методом капиллярного электрофореза. фар га маны кс 
Переносящий электролит - карбонатный я В | ое > ети, 
с концентрацией 50 мМ (рн 10); напряжение С | Прибои асс 
гидродинамический ввод пробы в течение | длине > 
Обозначение пиков: | ра й 
1 — кофеин; 2 — теобромин; 3 — аденин; ь ного 
4 - гуанин; 5 - теофиллин; 6 — гипоксантин; а 


7 - ксантин; 8 — мочевая кислота } 
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Рис. 10.11. Электроферограмма разделения 





оптических изомеров блокатора кальциевых 
хи каналов верапамила и двух его аналогов- 
Ной норверапамила и галлопамила. Кварцевый 
Лляр капилляр диаметром 50 мкм, напряжение 
3; 20 кВ, ток 8,4 мкА, гидродинамический 
Г ввод пробы при 0,015 кг/см? в течение 1 с; 
переносящий электролит содержал 25% 
метанола и поверхностно-активные вещества 
и. дезоксихолат натрия и полиоксиэтилен-4- 
додециловый эфир. Общая концентрация 
н; поверхностно-активных веществ была 50 мм. 
син: УФ-детектирование при 210 нм. Обозначение 
Чил: пиков: 1 - (-)галлопамил; 2 - (+)галлопамил; 
‚ 15 20 25 З- (-)верапамил; 4 - (+)верапамил; 
время миграции, мин. 5 - (-)норверапамил; 6 - (+)норверапамил 





2 4 6 8 10 


время миграции, мин. 


й примесей и продуктов деградации ибупрофена 
Рис. 10.12. Разделение модельной Я кодеина; 2 — 2-(4-изобутирилфенил)-пропионовая 


гемигидрата фосфата кодеина): 1 — -фенил]-пропионовая кислота; 4 - ибупрофен (гемигидрат 
ее 8 2-[4- (1-окси-2-метилпропил) е нний стандарт); 6 - кодеин; 
кислота; 3 — 2-[4-(1-0к йная кислота (внутре ] т 
фосфата кодеина); 5 ОН тебаин; 9 - 2-(4-изобутилфенил) пропионамид; 
/мл 7-= ‘диметилпсевдоморФ В метилкодеин; 12 — сложный эфир ибупрофена и кодеина. 
КГ, 


10- 4-изобутилацетофенон; 1 — Паккард»), УФ-детектирование при 214 нм; кварцевый капилляр 
а« Е 


ер Прибор НР32СЕ, (фирм и диаметром 50 мкм; переносящий электролит - смесь : 
ори: Диной ДНЕ © аа титрила, содержащая 40 мМ додецилсульфата натрия; 
е р. [2 боратного буферного Е проб 3 с при давлении 0,05 кг/см? ( примерно 5 нл) 


гидродинамический вво, 
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Рис. 10.13.Разделение смеси нейролептических средств — аналогов галоперидола: 
1- 4-(4-хлорфенил)-1-[4-(4-фторфенил)-4-оксобутил]-1 ‚2,3,6- тетрагидропиридин; 
2- 4-(4-хлорфенил)-4-оксипиперидин: 

3- 4-(4-хлорфенил)- 1 -[4-(4-фторфенил)-4-оксобутил]-пиридиниум 

4 —4-(4-хлорфенил)-1 -[4-(4-Фторфенил)-4-оксобутил]-пиперидинол (галоперидол); 
5- мс хлорфенил)-1-14-(4-фторфенил)-4-оксибутил]-4- пиперидин и 

6 -М-оксид 4-(4-хлорфенил)- 1 -14-(4-фторфенил)-4-оксибутил]-4-пиперидинола: 
7 -М-оксид 4-(@-хлорфенил)-1-[4-(4-Фторфенил)-4-оксобутил]- 1,2,3,6- тетрагидропиридина. 
Прибор Р/АСЕ 2100 СЕ (фирма «Бекман», США); кварцевый капилляр длиной 57 см и диаметром 
50 мкм; напряжение 30 кВ; температура 25°С; переносящий электролит-50 мМ раствор ацетата 
аммония с добавкой 1 % уксусной кислоты; УФ-детектирование при 214 нм 


16 тАП. 
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Рис. 10.14. Электроферограммы экстракта растения Тахиз Бгемйойа , ео ВощеСтва, 
обладающие мощной противораковой активностью: 1 - баккатин !!!; 2- т еаВк: Расшифровка 
3 - таксолдитерпеновый амид, обладающий высокой противоракос и ды при 
прочих пиков здесь не приводится. Мицеллярная екон м подвижной фазы трис- 
напряжении 25 кВ на кварцевом капилляре размером 87 смх50 за натрия и 25% ацетонитрила 
Фосфатного буфера с рН 8.5, содержащего 50 мМ додецилсульф 
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оидов спорыньи: прибор Р/АСЕ 2100 СЕ (фирма «Бекман», 
Рис. 10.15. Разделение ой 7 ие (эффективная длина 30 см) и диаметром 50 мкм; 
5 кВ; температура 20°С; переносящий электролит-50 мМ фосфатный буферный { 
тот же раствор с добавкой 40 мм 1,3-бис(тетрадецил-М,М-диметиламмоний)-2- | 
УФ-детектирование при 214 нм. Гидродинамический ввод пробы при давлении р 
начение пиков см в подписи к рис. 10.16 


напряжение 13. 
раствор (а); 
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Рис. 10.17 
зритропо 
длина 20. 
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Рис. 10.17. Разделение компонентов допингового средства эритропоэтина: 1 - 7-гликоформы 
эритропоэтина. Кварцевый капилляр, покрытый полиакриламидом, длина 27 см (эффективная 
длина 20 см), диаметр 50 мкм. Электрофокусирование проведено при напряжении 25 кВ за 6 мин. 
Переносящий амфолит-буферный раствор с рН = 5.5 с добавкой 7 М мочевины. 

Прибор Р/АСЕ 5000 СЕ (фирма «Бекман», США). 
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ГЛАВА 11 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОТОПНОГО СОСТАВА 
НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ 


В последние годы приобретает большое значение определение изотопного состава 
наркотических средств. Информация о соотношении содержания изотопов легких эле- 
ментов (углерода, азота, кислорода и водорода), входящих в состав исследуемого нарко- 
тического средства, позволяет получить ряд ценных сведений о регионе произрастания 
продуцирующих данный наркотик растений, об источнике производства синтетичес- 
ких наркотических средств и в ряде случаев получить прямые указания об источнике 
поступления наркотического средства на рынок. 

Особое значение вэтой связи имеет проблема установления географического проис- 
хождения наркотических веществ, в частности, получаемых из природных источников - 
эта проблема до сих пор остается актуальной во всем мире. Один из путей ее решения 
основан на измерении изотопных отношений углерода и азота в исследуемых вещес- 
твах, обладающих наркотическим действием. Такие соотношения для наркотических 
веществ и сопровождающих примесей стало возможно определять с помощью весьма 
совершенных приборов, использующих принцип хромато-масс-спектрометрии. Таким 
прибором, например, является изотопный масс-спектрометр РЕГТА Р!зз (фирма «Фи- 
ниган МАТ», США), соединенный с газовым хроматографом и элементным анализато- 
ром. Разделенные в газовом хроматографе компоненты подвергаются сжиганию в токе 
кислорода в присутствии катализаторов, и масс-спектрометр определяет соотношение 
количеств образовавшегося углекислого газа с молекулярной массой 44 (для изотопа 
углерода 'С) и 45 (для изотопа углерода 3С). 

Полученные результаты по изотопному составу обычно выражают в форме изотоп” 
ных соотношений наркотических веществ 63С для углерода и 6М для азота, выражаю- 
щих отклонение найденных изотопных соотношений от соответствующих величин ли 
стандартов. Под изотопным составом понимают относительную распространенност» 
изотопов данного элемента, выраженную обычно в виде отношения малораспростРа” 
ненного изотопа к более распространенному изотопу:Н/ЛН, С/?С, М 14 и т.п. В о 
ременной научной литературе изотопный состав принято представлять в виде ри 
ны 5, представляющей собой отклонение (обычно в тысячных долях, %) от условног 
стандарта. Например, для углерода величина 5 равна: 


$7С=1000х[(°С/2С)„- (3С/2С)_ (3/2) (11.0) 
станд: станд 


22. 
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где общепринятым стандартом является РОВ, представляющий собой кальцит ока- 
енелости В@етииеЙа атепсапа (белеминит) мелового возраста, для которого 
ВС = 0,0112372. Для азота стандартом является атмосферный азот, имеющий 
ММ = 0,0036765. 

Изотопная масс-спектрометрия широко используется для обнаружения источников 
загрязнения окружающей среды, для выявления путей миграции животных, для конт- 
роля качества продуктов питания и алкоголя [1-4]. 

Известно, что изотопный состав растений формируется в биохимических процес- 
сах поэтому наблюдаемые изотопные вариации отражают не только видовые различия, 
но и различия в метаболизме растений, связанные с условиями окружающей среды. 
Изотопный состав атмосферы окружающей среды, а также такие параметры, как влаж- 
ность, температура, длительность светового дня, определяют изотопные соотношения 
элементов в растениях. Растения, произрастающие при высокой влажности или на поч- 
вес большим содержанием воды, могут иметь значения изотопных отношений 6°С на 
4-5%о более отрицательные, чем растения, растущие в сухом климате. Изотопный со- 
став азота в растениях может изменяться в зависимости от состава почвы и микробной 
активности азотофиксаторов на 10% и более [5]. Процессы биологического фракцио- 
нирования изотопов подробно рассмотрены в книге [6]. 

Уже много лет не падает интерес к проблеме установления географического проис- 
хождения наркотических веществ, полученных из природных источников сырья [6-12]. 
В основном, это касается изотопного анализа углерода и азота в героине, морфине и 
кокаине. Героин (диацетилморфин) является полусинтетическим продуктом, получа- 
емым путем ацетилирования морфина. Так как изотопный состав углерода в исполь- 
зуемом при этом уксусном ангидриде может изменяться в зависимости от условий его 
изготовления, обогащение героина углеродом 3С может быть связано как с географи- 
ческим происхождением образца, так и с источником уксусного ангидрида, применяе- 
мого производителями наркотиков. Информация о изотопном составе углерода уксус- 
ного ангидрида имеет большое значение при определении принадлежности образцов к 
одной партии. А степень обогащения морфина углеродом 3С может указывать на гео- 
графическое происхождение образцов. Разность между изотопным составом углерода 
героина и соответствующего деацетилированного героина (морфина) может состав- 
лять от —4,99%о до 0,17% [7]. 

Кокаин является одним из наиболее распространенных наркотических веществ на- 
ряду с героином. Определение изотопного состава углерода и азота в образцах кокаи- 
на и листьев коки из Боливии, Перу и Колумбии было выполнено авторами статьи [9]. 
Влистьях коки величина 53С изменялась винтервалезначений от -32,4%о до —25,3%о. В то 
же время величина 5'°М изменялась в более широком интервале от 0,1% до 13%о. Следует 
также отметить, что для наркотических веществ величины 6°С и 5'°°М имели на 3-8%о бо- 
лее отрицательные значения, чем для растений, из которых они были получены [6]. 

Наиболее полный и серьезный анализ изотопного состава углерода и азота героина 
иморфина из Южной Америки, Юго-Восточной Азии, Юго-Западной Азии и Мексики, 
а также кокаина из Южной Америки был выполнен в работе [7]. Оказалось, что геро- 

ин из четырех названных регионов имел максимальную разницу в изотопном составе 
углерода 2,4%0 и азота 3,1%, а морфин - 1,4% и 3,5%, соответственно. Для кокаина 
максимальная разница в изотопном составе углерода и азота составляла 0,6% и 7,1%, 


соответственно. 
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Часто анализируемые наркотические вещества имеют недостоверный источник про- 
исхождения, так как образцы отбирают из конфискованных партий наркотиков. Оче- 
видно, что создание и расширение банка данных об изотопном составе имеет ключевое 
значение для достоверной идентификации географического происхождения источника 
наркотических веществ. Некоторые данные об изотопном составе углерода и азота нар- 
котических веществ из различных географических регионов приведены ниже 

Результаты изотопного анализа углерода и азота листьев конопли, проведенного в 
работе [13], представлены в таблице 11.1. 


Таблица 11.1. Изотопный анализ азота и углерода образцов листьев конопли 
($ - стандартное отклонение, п — число измерений) 


Гете [аа [4 ва [ве 


Мордовская Республика ЮСО-27 зеленец — 26,54 р 
Эры т к ь ы а 


[атас тослублик Гао 













Сумская область ЮСО-19 зеленец - 27,65 


СИ МНЕ СР НТВ ТИР 
Е авиа он [ар лав [о] 


Как видно из таблицы, изотопные отношения углерода изменяются в узком интер- 
вале от -28,38%о до -26,43%0, а изотопные отношения азота изменяются в более широ- 
ком диапазоне от -3,17%о до 9,65%. Стандартные отклонения результатов измерения 
14-0,37%0 для азота. Листья конопли из Мор- 
довской Республики оказались более неоднородными по структуре, чем другие образ- 
цы, что привело к большому разбросу результатов измерений. Данные по изотопному 


составу углерода и азота листьев конопли, выращенной в различных регионах России и 
на Украине, получены впервые в работе [13]. 
Изменения изотопного состава, 






таврополье 





абардино-Балкария 





вероятно, связаны с региональным изменением 
свойств почв и природно-климатическими условиями произрастания растений. Так, 
изотопное отношение азота листьев 
чение М, = 9,65%, 
изотопных отношени 


О -26,54%0, соответственно. 
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Таблица 11 .2. Изотопные соотношения азот 
соединений, присутству 


аи углерода героина, морфина 
ющих в образце мел ; 







6 3с %0 


'РОВ’ 






ЕА-М$ 


Морфин СС-С-М$ —33,38 0,42 
(Колумбия) 

7 | Героин СС-С-М$ | -35,74 -2,93 -33,99 —36,15 
(Корея) 
Героин СС-С-М$ —38,25 7,15 
(Корея) 









В таблице 11.2 приведены изотопные отношения углерода и азота героина, морфина 
инекоторых других соединений, присутствующих в этих образцах. С помощью хромато- 
масс-спектрометра НР 5973 в составе героина были обнаружены ацетилкодеин и моноаце- 
тилморфин, в кокаине - кодеин и лидокаин. Ряд примесей идентифицировать не удалось. 

Изотопные отношения углерода героина изменяются в интервале значений от - 
38,25% до -32,74%о, а изотопные отношения азота - в более широком диапазоне от 
-6,69%о до 7,15%. Как правило, изотопный состав углерода моноацетилморфина, ы 
сравнению с изотопным составом углерода героина обращая ры ов: - 
а изотопный состав углерода ацетилкодеина — и ии тлерода рей 
тное отклонение результатов определения ера мя - и измерении мик- 
0,09-0,25%, азота несколько больше — 0,17-0,21%о. - Зы ы 
Ропримесей стандартное отклонение достигало 0,45%. а 

Как видно изтаблицы 11.2, героин из Кореи КО к 74%) а значения 6°М. 
НЫЕ (-38,25=-35,11%о), чем героин из Колумбии С } а При сравнении 

лее положительные (-1 ,95=7,15%0) и (-6,69-1 Ра итературными данными [10] 
полученных изотопных соотношений углерода героина с тд а ое 
Можно сделать вывод, что по изотопным мира >» а ВИН. 

ореи и Афганистана (таблица 11.2) отличается 8. м ва Турции. 

аиланде, Пакистане и Индии, но неразличим с Я 
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Наличие характерных примесей в наркотических веществах позволяет Повысить 
достоверность идентификации их происхождения. Например, для ив Афтанис. 
тана (номер 10 в табл. 11.2) и из Колумбии (номер 3) разность значений р Е Для ге. 
роина составляет 0,59% и увеличивается для моноацетилморфина до 1,96%, а для аце- 
тилкодеина - до 1,92%о. Для более серьезных выводов необходимо, чтобы база данных 
по изотопному составу углерода и азота была расширена. Кроме того, изотопный состав 
углерода героина зависит от изотопного состава углерода уксусного ангидрида, исполь- 
зуемого при его производстве. Следует проводить деацетилирование героина, что мо- 
жет позволить более точно определять географическое место его производства, 

При измерении изотопных отношений азота наркотических веществ методом хро- 
мато-масс-спектрометрии требуется большой объем пробы. Это приводит к перегруз- 
ке капиллярной колонки и искажению аналитического пика. При этом возможно также 
неполное сгорание разделенных компонентов в окислительном реакторе. Влияние этих 
факторов на правильность измерения изотопного состава в литературе не изучено. Ре- 
зультаты проведения параллельных измерений образцов кокаина с использованием 
элементного анализатора и хромато-масс-спектрометра приведены в таблице 11.3. 


Таблица 11.3. Результаты определения изотопных отношений углерода и азота 
образцов кокаина с помощью элементного анализатора и методом хромато-масс- 
спектрометрии ({ — коэффициент Стьюдента при доверительной вероятности с, 
$ - стандартное отклонение, п — общее число измерений) 






























































№ | Происхождение 61ЗСРОВ, %° АВС. _, %о 0'5М , %о Д'5Май, %о 
кокаина = тов р 
ЕА-М5 @С-С-М$ ЕА-М5 СС-С-М$ 
| т 
1 1 Колумбия, округ -35,47 -35,76 0,29 Г -2,19 —1,73 -0,46 
Коара | -| 
2 | Колумбия, деп. -36,14 | 36.00 —0,14 3,39 | 2,62 -0,77 
| _| Сев. Сантандер и ыы 
3 | Колумбия, деп. -3481 | 3454 | 027 5,60 | 5:32 -0,28 
Сев. Сантандер 
4 Колумбия, деп. [ -35,82 36,93 Е Та _6,10 _6,23 0,13 
Сев. Сантандер 
5 | Колумб Е | || 0,48 
олумбия, деп. -36,04 -35,86 -0,18 3,70 -3,22 0, 
Сев. Сантандер "| 
6 Колумбия, деп. -35,72 ВЕ 7] -3,70 
Сев. Сантандер 
7* | Колумб ти ] з = я —4,03' 
умбия, деп. -30,85 —37,31 6,46 -9,93 -5,90 , 
Какета || 
8* | Колумбия г , , , р -2,05' 
У! ‚ деп. 35,46 —36,49 1,03 -3,69 —1,64 ’ 
Какета т 
ГО [коллитдьт Г вот Г Ро и ав Ков 
Уила 
ре —+ Г 
10 | Колумбия, деп. -34,96 34,84 0,12 —9,71 10,50 0,79 
Кундина-Марка в 
11 | Колумбия, деп. -36,05 36,08 0,03 ББ г -7,14 1,99 
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п. -34,47’ -36,30 , г 
2. | Колумбия, де , 1,83 -10,36' ы а 
у Бойаха 8,93 1,43 
18 | Колумбия, деп. —34,88 4.53 Г 
Гвуйяр | к 
+ 
Колумбия -35,84 -36,38 0,54 -3,09' -1,96 -1,03' 
[15" Колумбия 39,92’ -35,53 -439° | 5.24 -4,63 -0,61 
г - -—— 
среднее #1, 5/ Уп -35,48+0,32 | -36,03=0,46 | 0,55 | 477-12 | 49317 | 016 
(0=0,95) 








'- величины не учитывались при расчете средних значений вследствие присутствия 
посторонних примесей в пробе; 


*- образцы, в которых присутствовали примеси 


А3С„и= 53С, (ЕА-М5)- 53С„„(СС-С-М5) (11.2) 


РОВ РОВ 


АМ = 59, (ЕА-М5)- 55№, (СС-С-М$) (11.3) 


При получении этих данных учитывали, что элементный анализатор позволяет сжи- 
гать навески до 10 мги более. Для проведения изотопного анализа азота с помощью эле- 
ментного анализатора требуются пробы наркотических веществ массой 1 мг. Чистоту 
исследуемых образцов проверяли на хромато-масс-спектрометре НР-5973. Результаты 
определения изотопных отношений углерода и азота кокаина с помощью элементно- 
го анализатора и хромато-масс-спектрометра, помеченные звездочкой в таблице 11.3, 
соответствуют образцам кокаина, загрязненным посторонними примесями. Значения 
изотопных отношений, помеченные в таблице 11.3 знаком ‘ ‚ не учитывались при рас- 
чете средних величин. Как видно из таблицы 11.3, для чистого кокаина из Колумбии 
средние значения С, „ определенные разными методами, отличаются незначительно 
(в пределах 0,55%). При этом изотопный состав углерода, определенный с помощью 
элементного анализатора, был сдвинут в сторону более тяжелых масс по сравнению с 
результатами, полученными методом хромато-масс-спектрометрии. Различие между 
средними величинами азота 5'М,„, определенными двумя методами, было еще мень- 
ше (0,16%о). Результаты, приведенные в статье [8] для диацетилморфина, были хуже: 
различие в значениях 6, для двух методов составляло 0,49%. Такое различие в ре- 
зультатах измерения изотопного состава азота двумя методами в статье никак не объ- 
ясняется. Кроме того, из таблицы 11.3 видно, что применение больших концентраций 
ских веществ (20 мг/мл) при определении изотопных соотношений азота, 
приводящих к перегрузке капиллярной колонки, не вызывает фракционирования изо- 
топов азота и углерода. Количество углерода в пробе при этом составляет 3х10°5 г. 

Согласно таблице 11.3 при доверительной вероятности 0,95 образцы кокаина 
из различных регионов Колумбии ими среднее значение изотопных отношений 
5°Св=-3 5,48+0,32%° и б'М,‚= —4,77+1,2%о. Сравнение полученных результатов с дан- 
ными статьи [6] показало, что по изотопному составу углерода получено различие при- 
в 1%, а по изотопному составу азота различия практически нет. Полученные 


наркотиче! 


мерно 


расхождения в результатах измерения изотопных соотношений углерода могут быть 
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объяснены либо особенностями пробоподготовки образцов, приводящей к Фракци. 
онированию изотопов углерода, либо недостаточной чистотой анализируемых проб, в 
работе [6] также показано, что, несмотря на близкие климатические условия произр ас. 
тания растений коки в различных регионах Южной Америки, по изотопному соста 
углерода и азота можно различить образцы кокаина из Колумбии, Боливии, Перуи ге 
вадора. я 

Полученные результаты определения изотопных отношений Углерода и азота лис. 
тьев конопли, кокаина, героина, морфина показывают, что сопоставление изотопных 
соотношений 6°3С и 6'°М позволяют выявлять географические источники наркотичес- 
ких веществ. 

Для определения изотопных отношений углерода и азота чистых наркотических 
веществ можно применять любой из двух методов: элементный анализ в сочетании с 
масс-спектрометрией или хромато-масс-спектрометрию. В то же время при изотопном 
анализе загрязненных образцов необходимо использовать только метод хромато-масс- 
спектрометрии, позволяющий выделять и анализировать конкретные соединения. 

Определение изотопных соотношений 5М/“М и 9С/2С твердых и жидких проб 
можно проводить на изотопном масс-спектрометре Финниган МАТ Дельта Плюс 
(фирма «Финниган», США), соединенном с газовым хроматографом НР 6890 (фир- 
ма «Хьюлетт-Паккард», США) с помощью блока Комбасшеон 3 (конфигурация для 
хромато-масс-спектрометрии) или с элементным анализатором БА 1110 (фирма «СЕ 
Инструментс», США) с помощью соединительного блока Соп ом 2 (конфигурация 
для элементного анализа). 

В конфигурации для хромато-масс-спектрометрии растворенные пробы нарко- 
тиков вводили в капиллярную колонку ОВ-5 (фирма ]&М/ $лепийс, США) длиной 
30 м и диаметром 0,32 мм. Условия анализа были следующими: газ-носитель гелий, 
температура узла ввода проб 250° С, начальная температура термостата колонок 
150°_ С, конечная температура 320° С, скорость нагрева 10 град./мин. После разде- 
ления пробы ее отдельные компоненты поочередно попадали в окислительный ре- 
актор, где превращались в СО, М,, оксиды азота и Н.О на катализаторах СиО, №0, 
РЕ при температуре 940° С. Оксиды азота восстанавливались в восстановительном 
реакторе при температуре 600° С на медной проволоке. Воду выводили из системы 
через полупроницаемую мембрану Майоп. При определении изотопных отношений 
азота СО, вымораживали в ловушке с жидким азотом. Через соединительную сис- 
тему (открытая щель) газы попадали в масс-спектрометр, с помощью которого из- 
меряли изотопный состав. 

При изотопном анализе в с помощью элементного анализатора твердые образцы 
наркотиков сначала превращали в чистые газы М, оксиды азота, СО, и Н,О путем сжи- 

гания в окислительном реакторе при температуре 1020° С, а затем восстанавливали ок- 
сиды азота в восстановительном реакторе при температуре 650° С. Воду удаляли из по- 
тока газа-носителя Не в ловушке с перхлоратом магния. Далее азот и диоксид углерода 
разделяли на капиллярной колонке РогаР]о+ Опри температуре 50° С. Разделенные газы 
через блок СопНоу 2 поступали в ионный источник изотопного масс-спектрометра 
для проведения изотопного анализа. 

Градуировку масс-спектрометра проводили по международным стандартным акт 
№, СО, сизвестным изотопным составом, а также по международному стандарту масл 
МВ$ 22 и соединению К№ О, (ТАЕА-МО-3) при работе с элементным анализатором. 
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Перед проведением анализа серии образцов установку готовили к работе путем мно- 
тократного напуска стандартных газов №, СО, в масс-спектрометр до получения вос- 
Е оизводимых изотопных соотношений в пределах не хуже 0,10%. При определении 
изотопного состава азота и углерода в образце импульсно напускали стандартный газ 
, масс-спектрометр непосредственно перед измерением аналитического пика и после 
ао измерения. По первому стандартному пику и аналитическому сигналу рассчитыва- 
ли изотопный состав пробы, а второй стандартный пик служил для контроля неизмен- 
ности условий анализа в процессе измерения. Анализировали листья конопли, героин, 
морфин, кокаин. Образцы героина и кокаина имели степень очистки 60-100%. Одну 
часть образцов в виде порошка анализировали с использованием элементного анализа- 
тора›а другую часть растворяли в метаноле (фирма МегсК) и анализировали с исполь- 
зованием капиллярного хроматографа. 

Образцы листьев конопли были отобраны из различных регионов России (Брянс- 
кая, Курская области, Мордовская, Татарская, Кабардино-Балкарская Республики, При- 
морский край, Ставропольский край) и Украины (Сумская область). Перед анализом 
листья конопли высуптивали при температуре 50° С и измельчали в агатовой ступке до 
получения однородного порошка. Необходимые для анализа навески проб взвешивали 
нааналитических весах Ме ег АТ 261. Анализ изотопного состава таких образцов про- 
водили с использованием элементного анализатора. 

Во всех образцах концентрация углерода существенно превышала концентрацию 
азота. Например, на один атом азота в молекуле кокаина и морфина приходится 17 ато- 
мов углерода, а в героине - 21 атом углерода. Поэтому при определении изотопного 
состава азота необходимая навеска материала листьев конопли и порошков наркоти- 
ческих средств была достаточно большой и составляла 0,5-1,5 мг, а при определении 
изотопного состава углерода навеска образца не превышала 0,5 мг. Концентрация нар- 
котических веществ, растворенных в метаноле, была 2 мг/мл при определении изотоп- 
ного состава углерода и 18-20 мг/мл при определении изотопного состав азота. Пробу 
объемом 1 мкл вводили в хроматограф с использованием автодозатора А200$. Каждый 


образец анализировали не менее трех раз. 
Отнесение пиков на хроматограммах героина, кокаина и морфина, зарегистриро- 


спектрометре Ре[а Р!аз (детектирование по ионам с массой 


ванных на изотопном масс- 
времен удерживания, полученных с помощью 


44 и 28), проводили с использованием 
хромато-масс-спектрометра НР 5973 в тех же условиях хроматографии. 


Таким образом были проанализированы 15 образцов кокаина, 5 образцов героина и 
1 образец морфина из Колумбии, три образца героина из Кореи, один образец героина 
из Афганистана и 8 образцов листьев конопли из России и Украины [13]. 
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вития РФ от 27 января 2006 г. №40 





Приказ Минздравсоцраз 


В х совершенствования порядка проведения химико-токсикологических исследован 
целя ее 


< ‹ й 
и аналитической диагностике наличия в организме человека алкоголя и его суррогатов, С 
дов средств, психотропных и других токсических веществ, вызывающих опьянен 

ко 


: ие (ин. 
токсикацию), и их метаболитов приказываю: 
1. Утвердить: нЕ 
1.1. Положение об организации работы химико-токсикологической лаборатории Наркологи. 


ческого диспансера (наркологической больницы) согласно приложению М 1. 

1.2. Рекомендации по организации работы по отбору, транспорт ировке и хранению биодоти. 
ческих объектов для проведения химико-токсикологических исследований на наличие алкоголя 
иего суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токсических веществ, ВЫЗЫВа- 
ющих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов согласно приложению №2. 

1.3. Рекомендуемый перечень оборудования и вспомогательных материалов для химико-ток- 
сикологической лаборатории наркологического диспансера (наркологической больницы) 
гласно приложению М 3. 

1.4. Рекомендуемый перечень необходимых реактивов для химико-токсикологической ла- 
боратории наркологического диспансера (наркологической больницы) согласно приложению 
М4. 


1.5. Учетную форму М 450/у-06 «Журнал регистрации отбора биологических объектов» со- 
гласно приложению М 5. 


1.6, Инструкцию по заполнению учетной формы М 450/у-06 «Журнал регистрации отбора 
биологических объектов» согласно приложению М 6. 

1.7. Учетную форму М 452/у-06 «Направление на химико-токсикологические исследования» 
согласно приложению М7. 


1.8. Инструкцию по заполнению учетной формы М 452/у-06 «Направление на химико-токси- 
кологические исследования» согласно приложению М 8. 


1.9. Учетную форму М 451/у-06 «Справка о доставке биологических объектов на химико-ток- 
сикологические исследования согласно приложению М 9. 

1.10. Инструкцию по заполнению учетной формы М 451/у-06 «Справка о доставке биологи- 
ческих объектов на химико-токсикологические исследования» согласно приложению М 10. 

1.11. Учетную форму М 454/у-06 «Справка о результатах химико-токсикологических исследо- 
ваний» согласно приложению М 11. 


1.12. Инструкцию по заполнению учетной формы М 454/у-06 «Справка о результатах химико- 
токсикологических исследований» согласно приложению М 12. 


1.13. Учетную форму М 453/у-06 «Журнал регистрации результатов химико-токсикологичес- 
ких исследований» согласно приложению М 13. 

1.14. Инструкцию по заполнению учетной формы М 453/у-06 «Журнал регистрации результа- 
тов химико-токсикологических исследований» согласно приложению М 14. 

1.15. Отчетную форму М 59 «Отчет о работе химико-токсикологической лаборатории нарко- 
логического диспансера (наркологической больницы)» согласно приложению М 15. 

1.16. Инструкцию по заполнению отчетной формы М 59 «Отчет о работе химико-токсико- 


о 
логической лаборатории наркологического диспансера (наркологической больницы)» согласен 
приложению М 16. 


2. Установить, что: 


с0- 


— организационно-методическое и научно-исследовательское обеспечение химико-токси 
кологических исследований при аналитической диагностике наличия в организме ов Е 
коголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токсических ве р 
вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов осуществляется и 
мико-токсикологической лабораторией при кафедре аналитической и судебно-медицик: Го- 
токсикологии факультета последипломного профессионального образования проватоРо, ° 
сударственного образовательного учреждения высшего профессионального образования 
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ховская медицинская академия имени И.М. Сеченова Федерального агентства по здравоохране- 
ию и социальному развитию; 

_ подготовка и повышение квалификации специалистов по аналитической диагностике на- 
личия в организме человека алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и 
других токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов осу- 
ществляется кафедрой аналитической и судебно-медицинской токсикологии факультета после- 
дипломного профессионального образования провизоров Государственного образовательного 

реждения высшего профессионального образования Московская медицинская академия име- 
ни И.М. Сеченова Федерального агентства по здравоохранению и социальному развитию. 


Н 


Министр 
М.Ю. ЗУРАБОВ 
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Приложение №1 
к Приказу 
Министерства ЗлРавоохранения 
и социального Развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


ПОЛОЖЕНИЕ 
ОБ ОРГАНИЗАЦИИ РАБОТЫ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОЙ 
ЛАБОРАТОРИИ НАРКОЛОГИЧЕСКОГО ДИСПАНСЕРА 
(НАРКОЛОГИЧЕСКОЙ БОЛЬНИЦЫ) 


р 

1. Химико-токсикологическая лаборатория наркологического диспансера (наркологической 
больницы) (далее - ХТЛ) является структурным подразделением наркологического диспансера 
или наркологической больницы. 

2. ХТЛ организуется для проведения химико-токсикологических исследований биологичес- 
ких жидкостей организма человека (кровь, моча, слюна) на наличие алкоголя и его суррогатов, 
наркотических средств, психотропных и других токсических веществ, вызывающих опьянение 
(интоксикацию), и их метаболитов, а также альтернативных объектов (смывы с поверхности ко- 
жи, волосы, ногти и пр.) на наличие наркотических средств, психотропных и других токсичес- 
ких веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов (далее - биологические 
объекты). 

3. ХТЛ возглавляется заведующим, который подчиняется главному врачу наркологического 
диспансера (наркологической больницы). 

4. Штаты ХТЛ укомплектовываются врачами, провизорами, специалистами с немедицинским 
образованием, допущенными к занятию должности врача клинической лабораторной диагнос- 
тики в установленном порядке, имеющими сертификат по специальности «Клиническая лабора- 
торная диагностика» и прошедшими дополнительную подготовку по аналитической токсиколо- 
гии наркотических средств, психотропных и других токсических веществ. 

5. ХТЛ располагается в отдельном, изолированном помещении, исключающем доступ посто- 
Ронних лиц и отвечающем требованиям техники безопасности при работе персонала в ХТЛ и са- 
нитарно-гигиеническим требованиям, обеспечивающим выполнение возложенных на нее задач. 
ХТЛ оснащается необходимым оборудованием, оргтехникой, инвентарем, реактивами, справоч- 
ной литературой, нормативно-технической документацией, средствами связи и охранной сиг- 
нализацией. 

6. ХТЛ осуществляет следующие функции: 

6.1. Прием в установленном порядке на химико-токсикологические исследования биологи- 
ческих объектов. 

6.2. Хранение биологического объекта для повторных химико-токсикологических исследова- 
ний в течение двух месяцев с соблюдением установленных для этого требований. 

6.3. Проведение химико-токсикологических исследований принятых биологических объек- 
тов на наличие алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токси- 
ческих веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов. Ведение рабочего 
журнала проводимых исследований в произвольной форме с описанием биологического объек- 
та и результатов. 

6.4. Оформление результатов химико-токсикологических исследований о наличии (отсутс- 
твии) в исследуемых биологических объектах алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, 
психотропных и других токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их ме- 
таболитов по установленной форме. 
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6.5. Выдача Справок о результатах химико-токсикологических исследований биологических 
объектов (учетная форма М 454/у-06). 

7.В ХТЛ используются бланки Справок о результатах химико-токсикологических исследова- 
ний (учетная форма М 454/у-06) и штамп с наименованием наркологического диспансера (нар- 
кологической больницы), ведется учет и отчетность по формам, утвержденным в установленном 
порядке. 

8. Штатная численность персонала ХТЛ устанавливается руководителем наркологического 
диспансера (наркологической больницы) с учетом рекомендованных штатных нормативов и 
объема проводимых химико-токсикологических исследований. 

9. Контроль за деятельностью ХТЛ, расходом реагентов и правильным использованием обо- 
рудования осуществляется руководителем (заместителем руководителя) наркологического дис- 
пансера (наркологической больницы), структурным подразделением которого является ХТЛ. 
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ПРиложение № 
к Приказ 
Министерства ЗАРавоохранени 
я 
и социального Развития 
Российской Федера 


И 
0т27.01.2006 №4) 


РЕКОМЕНДАЦИИ 
ПО ОРГАНИЗАЦИИ РАБОТЫ 
ПО ОТБОРУ, ТРАНСПОРТИРОВКЕ И ХРАНЕНИЮ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОБЪЕКТОВ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ НА НАЛИЧИЕ АЛКОГОЛЯ И ЕГО СУРРОГАТОВ, 
НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ, ПСИХОТРОПНЫХ И ДРУГИХ 
ТОКСИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ, ВЫЗЫВАЮЩИХ ОПЬЯНЕНИЕ 
(ИНТОКСИКАЦИЮ), И ИХ МЕТАБОЛИТОВ 


1. Настоящие рекомендации предназначены для организации работы по отбору, транспор- 
тировке и хранению биологических объектов для проведения химико-токсикологических иссле- 
дований на наличие алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других 
токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов и распростра- 
няются на медицинские организации, в которых проводится медицинское освидетельствование 
на состояние опьянения и (или) диагностика факта употребления алкоголя и его суррогатов, 
наркотических средств, психотропных и других токсических веществ, вызывающих опьянение 
(интоксикацию), и их метаболитов. 

2. Рекомендации по отбору крови: 

Отбор крови у освидетельствуемого проводится на рабочем месте, которое оборудуется в со- 
ответствии с требованиями, предъявляемыми к оборудованию процедурного кабинета. Отбор 
крови проводится в резиновых перчатках, с соблюдением правил асептики, обработкой перчаток 
перед каждым отбором дезинфицирующим раствором, не содержащим спирт. 

Перед проколом кожа освидетельствуемого обрабатывается стерильным тампоном (шари- 
ком из ваты), смоченным не содержащим спирт дезинфицирующим раствором. После взятия 
крови к раневой поверхности прикладывается новый стерильный тампон, смоченный таким же 
дезинфицирующим раствором. 

Стерильные тампоны следует хранить в упаковке из бумаги, в количестве не более 20 штук. 
Стерильные лабораторные инструменты хранятся в той же упаковке, в которой проводилась их 
стерилизация. 

Кровь для проведения химико-токсикологических исследований отбирается из поверхност- 
ной вены одним из следующих способов: 

Самотеком в сухой флакон с раствором гепарина (3 - 5 капель на каждые 10 мл крови). Отбира- 
ется 15 мл крови в два флакона объемами 10 и 5 мл. Флаконы закрываются стандартной резиновой 
пробкой, которая фиксируется алюминиевым колпачком. Содержимое флаконов сразу же переме- 
шивается. Флаконы опечатываются и направляются в ХТЛ для проведения химико-токсикологи- 
ческих исследований на наличие алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотроп- 
ных и других токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов. 
Флакон с 5 мл крови хранится как контрольный образец. Второй флакон с 10 мл крови (анализи- 
руемый образец) используется для проведения химико-токсикологических исследований. 

С использованием вакуумных пробирок (одноразовых устройств для ускоренного взятия 
крови с содержанием гепарина и иглами с двух концов) один конец вводится в вену, другим кон- 
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прокалывается резиновая мембрана пробирки, Отби 
* ки по 5 мли 10 мл (контрольный и анализируемый 
проб мико-токсикологических исследований на а 


Дия ХИ! 
ских средств» психотропных и других токс 
6 


ия 15 мл крови в две вакуумные 
: о Разцы), пробирки опечатываются. 
алкоголя и его с ОГ. 
атов. ыы 
‘ических веществ, и ен 
рр иих метаболитов обеспечивается достав 
ий отбора. Кровь после отбора до момента отправ 
мпературе 0-2 град. С. 3 
Кровь с сопроводительной документацией нап 
ных флаконах, вакуумных пробирках в специальном контейн 


3. Рекомендации по отбору жидкости полости рта: 


Отбор жидкости полости рта (далее - слюна) проводится с использованием коллекторов, со- 


кой) ваты. Хлопковый тампон 
ия. После того как тампон про- 
закрытый герметично пластмассовой пробкой, 
коллектор опечатывается и направляется с сопроводительной документацией в ХТЛ в специаль- 
ном контейнере в сумке-холодильнике на транспорте медицинской организации в сопровожде- 
нии медицинского работника, ответственного за доставку биологических объектов. 

4. Рекомендации по отбору мочи: 

Отбор мочи производится в условиях, исключающих возможность замены или фальсифика- 
ции биологического объекта. 

Моча собирается освидетельствуемым в стеклянный или пластмассовый градуированный 
уд с широким горлом объемом до 200 мл в количестве до 100 мл, но не НОЕ 30 мл. Освиде- 
тельствуемый передает сосуд с мочой медицинскому персоналу. Сосуд с мочой накрывается по- 
кровной пластиной (крышкой). 

Втечение первых 5 минут проводится предварительное исследование мочи, включающее оп- 
Ределение след их показателей: 

_ дАА более чем через 4 минуты после отбора мочи) стеклянным ртутным термо- 
“(тром (в норме температура находится в пределах 32,5-37,7 град. С); ини. 
РН спомощью универсальной индикаторной бумаги для определения р 
МОЧИ В интервале 4-8 ед.рН); 
относительной плотности (в норме относительная плотность 
одержания креатинина методом иммунной хроматографии 
тестами (в норме содержание креатинина 4,4- 17,7 ммоль/сут). етствие указанных в настоя- 
и <ли при предварительном исследовании выявляется ранее мочи. Результаты предвари- 
нэ“ показателей их нормам, тие доисниивнас отбора биологических объ- 
чатов ( о ования фиксируются в графе9 Жур мае 

ты т форма М 450/у-06). ий мочу делят на две части (1/3 и 2/3 общ к 

Роведения предварительных исследован ых герметично закрывающихся кон 


объе 
ссов: 

т а помещают их в два стеклянных или пластма. род анаиесла 2 

для проведения химико- 


й им количе 

ты объемом 100 мл каждый. Первый контейнер с вые ое 
ик НыЙ Образец. Второй (анализируемый образец) 

ологических исследований. 


в пределах 1.008 - 1.025); 
— иммунохроматографически- 
МИ 


о вскрытия. 
Й нтролем первог. 
ао РОЛЬНОГо образца мочи используются контеет ит но исследований на нали- 
чи. „ Направлении ры я проведения химико-токсиколог фаил > 5 
ча Не Я, его суррога А 5 моча после рае едина КЕО 
< ь бъемом ыыы 
. Е и упориваетс: 
За РУемым о ый сухой ф извне 
и РЫвается бразцом в чистый су а окажеыина 
катку, резиновой пробкой, фиксиру. 
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Для проведения химико-токсикологических ренаатиЕ не наличие алкоголя и его сурро- 
гатов, наркотических средств, психотропных и других токсических веществ, вызывающих я. 
нение (интоксикацию), и их метаболитов моча доставляется в ХТЛ не позднее двух суток а 
отбора, до отправки в ХТЛ моча хранится в холодильнике при температуре 0- 2 град.С. 

Отобранная моча с сопроводительной документацией доставляется в ХТ в укупоренных и 
опечатанных контейнерах в сумке-холодильнике на транспорте медицинской организации ме. 
дицинским работником, ответственным за доставку биологических объектов. 

5. Рекомендации по отбору волос: 

Волосы срезаются ближе к коже ножницами с закругленными концами отдельно с лобной, 
теменной, затылочной, правой и левой височных областей волосистой части головы. При невоз- 
можности отбора волос с волосистой части головы (облысение), волосы срезаются с подмышеч- 
ных впадин или лобковой области. 

Для проведения химико-токсикологических исследований отбирается не менее 300 мг волос, 
Отобранные образцы волос делятся на две равные части, заворачиваются в фольту, каждая часть 
помещается в отдельный конверт с соответствующими надписями: контрольный и анализируе- 

мый образцы. Конверты опечатываются и хранятся в сухом месте при температуре 20-25 трал, 
С до отправки в ХТЛ. 

6. Рекомендации по отбору ногтей: 

Ногти обрезаются ножницами с закругленными концами с рук или ног ближе к коже. Отоб- 
ранные образцы ногтей упаковываются и отправляются в ХТЛ аналогично образцам волос. 

7.Рекомендации по отбору потожировых выделений: 

Отбор смывов с поверхности кожи для проведения химико-токсикологических исследований 
на наличие каннабиноидов производится ватным тампоном, смоченным спиртом. Вес тампона - 
400-500 мг при расходе этанола до 1 мл. Тампоном тщательно протираются поверхности рук и 
лица (главным образом вокруг рта), после чего тампон высушивается на воздухе. После высу- 
шенный тампон упаковывается в отдельный полиэтиленовый пакет. Все полученные пакеты с 
объектами помещаются в один общий конверт, который опечатывается. 

8. Рекомендации по подготовке биологических объектов и 
вХТЛ: 

Для отобранных биологических объектов готовятся две этикетки, одна из которых предна- 
значена для контрольного образца, другая для анализируемого. На этикетках указывается штрих- 
код либо шестизначный код освидетельствуемого (для кодирования используется произвольный 
ряд чисел от 0 до % например: 003841, 658097 ит.д.), дата и код подразделения медицинской орга- 
низации, в которой производится отбор биологических объектов. На этикетке контрольного об- 
разца после шестизначного кода либо штрих-кода освидетельствуемого ставится буква «К» (на- 
пример: 003841-К). Обратная сторона этикеток подписывается освидетельств ее. до указания 
на этикетках его штрих-кода либо шестизначного кода. з з 

Заполнение этикеток проводится лицом, ответственным за ведение Журнала регистрации 
мы биологических объектов (учетная форма М 450/у-06). 

аждая этикетка крепится к флакону (п я 
образом, чтобы ве НЫ Е оне лянтой _ 
тности этикетки. Место соединения концов ленты пл кое 
ванием штампа структурного подразделения медици 
отбор биологических объектов. 

Подготовленные биологические объекты 
документацией помещаются в кусноорнио Ас 

9. Рекомендации по транспортировке биологиче! 

Транспортировку Е ы объектов и м: вх: 


ции ос ото- 
рого составлена Справка о доставке биологических объектов на -- ажееинию лицо, на "ей 28 
о-токсикологическ 


сле 


документации к транспортировке 


нской организации, в которой проводился 


нтейнер и с сопроводительной 
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следования (учетная форма М 451/у-06). Данное лицо об, 
объектов и документации во время транспортировки ре ан ВАЗЫ 

06 отправке биологических объектов и док : 
имеющихся средств связи. ументации уведомляется ХТЛ с использованием 

10. Передачу биологичес 
 ующим ая еских объектов и документов в ХТЛ рекомендуется осуществлять сле- 
доставленные биологические объекты и документацию принимает заведующий ХТЛ; 
заведующий ХТЛ производит наружный осмотр целостности упаковки и о ветоквйе био- 
ических объектов их сопроводительной документации; 
все сведения по приемке биологических объектов регистрируются в Справке о доставке био- 
логических объектов на химико-токсикологические исследования (учетная форма М 451/у-06) 
и Журнале регистрации результатов химико-токсикологических исследований (учетная форма 
№453/у-06). 

11. Контрольные образцы биологических объекто 
щаются на хранение в запираемые или опечатываем: 
температуре не менее минус 18 град. С. Срок хранения контр: 
поступления в ХТЛ.Если в течение этого срока отсутствовала 
ко-токсикологических исследованиях» то по истечении 2-х месяц 
тического объекта уничтожается. 

12. Анализируемые образцы биологическ: 


чение первых двух суток при температуре 0-2 град- С, да. 
18 град. С в запираемых или опечатываемых холодильных шкафах. 


лог 


в при поступлении в ХТЛ сразу же поме- 
ые холодильные шкафы и хранятся при 
ольного образца - 2 месяца со дня 
необходи мость в повторных хими- 
ев контрольный образец биоло- 


их объектов при поступлении в ХТЛ хранятся в те- 


лее — при температуре не менее минус 
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Общелабораторное оборудование и вспомогательные материалы 
































































А 
Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количество 
п/п единиц 
1 Микротермостат 4 - 6 гнездный, температура 60 - 100 град.С 1 
2 Термостат 1 
3 Дистиллятор 1 
4 Испаритель ротационный (комплект 250 мл) 1 
Кристаллизатор стеклянный объемом 20, 50, 100 мл 2 
6 Ультразвуковая баня объемом Зл 1 | 
7 Вибромиксер объемом 10-15 мл 1 
8 Весы аналитические электронные (2 класс точности 0,0001 -0,00001 г) 1 
Центрифуга с охлаждением (не менее 6 тыс. об/мин.) с переменными роторами | 1 
и адаптерами объемом 50, 30, 15,2 мл 
Шкаф сушильный с диапазоном температур 50-25 град.С ва | 
Пикнометры объемом 1,2,5, 10 мл 
РН-метр (ионометр) 











Дозатор для порошковых масс 





Холодильник с морозильной камерой (до минус 40 град.С) 1 





Бытовой холодильник с морозильной камерой (до минус 20 град. С) 





Штатив лабораторный (комплект по 5 шт.) 3 





Ступка агатовая объемом 9, 25, 50 мл с пестиком 


























Лабораторное стекло 


Колба круглодонная объемом 1000 мл (шлиф О 
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аммный для медицинских исследований на базе 










Комплекс аппаратно-прогр. 


газового хроматографа с пламенно-ионизационным, термоионным, 


азотнофосфорным, электроннозахватным детекторами с устройством 
автоматического ввода анализируемой пробы и комплектом запасных частей и 


расходных материалов не менее чем на 2000 исследований 





Генератор водорода (мощностью не менее 4 атм. с обеспечением водородом 


марки А) 





еспечение воздухом, класс загрязненности 1) 


[5 | Колба коническая объемом 250 мл р 
ба 
24 | Воронка стеклянная для фильтрования диаметром 3,6, 25 см по1о 
25 | Воронки делительные объемом 50 и 100 мл по3 
В РИ =——— 
26 | Пробирки стеклянные с притертой пробкой объемом 5, 10,2 мл по 10 
27 | Пробирки центрифужные стеклянные объемом 10 мл 50 | 
би 
28 | Флаконы из дрота объемом 12 мл (пенициллиновые) 50 
а Я - 
29 | Флаконы (штанглазы) для реактивов объемом 50, 100,250 мл по 20 
30 | Флаконы (штанглазы) для реактивов объемом 500, 1000 мл | по 10 | 
—\ 
31 | Колбы для ротационного испарителя объемом 25, 50, 100 мл по 10 
32 | Фильтры стеклянные М 2,3,4 _ | по 5 $ 
Вспомогательные материалы 
— - - 
33 | Шпатель 5 
ыы Пинцет анатомический 2 
35 | Пробоотборник - пипетка полиэтиленовая объемом 1,0 и 3,0 по 50 | 
36 | Фильтры бумажные диаметром 5,5 и 9 см — [по 1 
37 | Капельницы (разные) 15 
38 | Карандаш восковой 10 | 
39 | Иглы одноразовые «Люер» 0625 40 
40 | Трубка силиконовая диаметром 4- 6 мм (метров) 4 
Рабочее место для газожидкостной хроматографии (ГЖ Х) 
М Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количество 
единиц 
| п/п 
1-3 








Компрессор воздуха (об 














Колонка для анализа наркотических средств, психотропных и других 


Колонка для анализа алкоголя И его суррогатов ЕЕ 
4 














токсических веществ 
прицы для устройств автоматического ввода пробы объемом 10 мкл 10 


10 





рицы для ручного ввода пробы объемом 5 мкл 


Виалы объемом 2 мл под кримпер (под обкатку) темного стекла с крышками и 
этикетками 















1000 
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Вставки в виалы объемом 250 мкл 2000 
1 с. | 

Кримпер 1 

11 | Виалы объемом 2 мл сзакручивающимися крышками 1000 

— 

12 | Дозатор пипеточный переменного объема 10-100 мкл с наконечниками 1 
(2000 шт./уп.) - 

13 | Дозатор пипеточный переменного объема 100-1000 мкл с наконечниками 1 

| (2000 шет./уп.) 

14 | Пробирки для экстракции с солевой фракцией и составом растворителей для 100 
извлечения веществ кислого и основного характера 

15 | Колпачки алюминиевые для концентрирования проб выпариванием 500 

16 | Стеклянные выпарительные чашки объемом 5 мл с конусным дном 50 
17 | Азот особой чистоты (баллон) 1 
И 18 | Поддерживающие нагревательные устройства для концентрирования в выпа- 2 
| рительных чашках и алюминиевых колпачках 
19 | Гелий (баллон) 2 
20 | Редуктор газовый (150/25 атм.) 7. 
Рабочее место для хроматомасс-спектрометрии (ГХ/МС) 
Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количество 
единиц 

Комплекс аппаратно-программный для медицинских исследований на базе га- |1 
зового хроматографа с масселективным детектором с устройством 
автоматического ввода анализируемой пробы и комплектом запасных частей 





и расходных материалов не менее чем на 2000 исследований и библиотеками 
масс-спектров на 6000 соединений 

















Колонка для анализа наркотических средств, психотропных и др. токсических 
веществ 




















Микрошприцы для ручного ввода пробы объемом 5 мкл 
Газоплотный шприц для устройств автоматического ввода пробы объемом 100 мкл 


Нагревательное устройство для виал, обеспечивающее температуру в 
диапазоне 50 - 70 град.С 






































Система для твердофазной экстракции на 12 позиций с вакуумным мембран- 
ным насосом (вакуум 15-20 мм рт.ст.) 


























со 





Патроны для твердофазной экстракции (сорбент с привитой фазой С-18) 








Виалы объемом 2 мл под кримпер (под обкатку) темного стекла с крышками и 
этикетками 














Виалы объемом 2 млс закручивающимися крышками 


Вставки в виалы объемом 250 мкл 
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Приложение 1 
12 Кримпер 1 ] 
13 | Дозатор пипеточный переменного объема 0,5- 10,0 мклс наконечниками 1 1 7 
(2000 шит./уп.) 
р 
14 | Дозатор пипеточный переменного объема 10-100 мкл с наконечниками 1 | 
| (20001 шт./уп.) 





15 | Дозатор пипеточный переменного объема 100- 1000 мкл с наконечниками 
(2000 шит./уп.) 





| 
16 | Гелий (баллон) 





— ь р 
17 | Термостатируемый вакуумный концентратор с центрифугой и ротором 
объемом 5-10 мл 

















Рабочее место для тонкослойной хроматографии (ТСХ) 





А 
№ | Наименование оборудования и вспомогательных материалов 
п/п 





1 Камера хроматографическая (10х 10 см) 


Количество 


единиц 








2 
3 | Распылитель компрессорный 


| 
Камера хроматографическая (20х 20 см) 2 
ы 

Пе - 











4 | Пульверизатор 
5 Камера для опрыскивания окрашенным веществом с установочным столиком 





Нагревательное устройство для сушки пластин (температура 60-65 град.С) 





Фен электрический 





6 
Й 
8 Облучатель хроматографический УФС-254/365 (длины волн 254, 365 нм) 





|9 [Пластины пля ТСХ УФ-254 (15х15 см 20 шт./уп.) 
ГСХ (5х5, 10 х 10 см по 50 шт-/уп.) 








10 | Пластины для ВЭ 














15 | Чашка стеклянная с конусным дном для концентрирования и упаривания 
бъемом 5 мл 


5 
5 
[л [лихатор для нанесения проб 1 
12 | Денситометр для анализа пластин 1 
13 | Капилляры стеклянные объемом 2-25 мкл 500 
14 | Микроширицы объемом 10, 50, 100 мкл в 2 








органических экстрактов ©! 



















бензодиазепинов 








Специализированные системы для тонкослойной хроматографии опи: 


лизированные системы для тонкослойной хроматографии 







Специа. 
каннабиноидов 





Унифицированные системы тонкослойной хроматографии для проведения 2 
ни 
скрининга веществ кислого и основного характера 
Специализированные системы для тонкослойной хроматографии т 
атов 1 
й 
В 
Е 
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Рабочее место для высокоэффективной жидкостной хроматографии 











С-18,5 мкм) 





— 
М | Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количество 
п/п и единиц Э8 
1 Комплекс аппаратно-программный для медицинских исследований на базе 1 

жидкостного хроматографа в комплектации с 2-насосной системой, 
устройством автоматического ввода анализируемой пробы, термостатированием, 
многоволновым спектрофометрическим детектированием (либо диодная 
матрица), микроколонкой и комплектом запасных частей и расходных 
материалов на 2000 исследований 

|! 

2 Тестовая хроматографическая колонка (диаметром 2х 75 мм с Ргопю$1, 1 








































































































—=_—_ 
8 Рабочая хроматографическая колонка (диаметром 2 х 75 мм с Ргопюзй, 3 
| | С-18,5 мкм) Пень 
4 | Деионизатор воды 1 
5 Устройство для фильтрования образцов объемом 10, 25, 0,5 мл по2 
6 т РМЕМОрЕНЫЕ фильтровальные пористостью 0,45 мкм (100 шт./уп.) [20 
7 Стеклянные пробирки объемом 1, 2,4 мл по 50 || 
8 Дозатор пипеточный одноканальный переменного объема 0,5-10,5-40, по1 
. 40-200, 250 - 1000, 1000- 5000 мкл с наконечниками (2000 шт./уп.) 
9 Пробирка РЕ 3,5 с пробкой объемом 250 мкл (1000 шет./уп.) 2 —! 
10 | Программное обесп 
ечение с электронной библиотекой спектров на 100 и более |1 
психоактивных веществ 
ЕЕ 
ра места для иммунохимических исследований 
очее место для иммуноферментного анализа (ИФА) 
М | Наименование оборудо! 
— рудования и вспомогательных материалов ем о 
единиц _| 
1 Комплекс аппаратно-программный для медицинских исследований 1 
(анализатор автоматический) методом гетерогенного имм: оферментного 
анализа с комплектом запасных частей и расходных ма. во 
500 исследований Е. 
р Планшетный фотометр (многолучевой) Г 
3 Шейкер (встряхиватель) для ИФА 1 т 
4 Промыватель планшетов (вошер) | 
1 
5 Дозатор пипеточный однока: 
нальный 
| 40-200,200- 1000, 1000-5000 мкл ем иного объема 0,5 - 10,5-40, Тю | 
6 Дозатор пипеточный вось 
мика! й 
| те жек нальный переменного объема 5-10,50-200 мкл | по1 
дноканальных пипеток-дозаторов 1 








294 














Поляризационный < 
тейи расходных мат 













= * Е 
` 74 2: 
Е = «= 
® > 2 2 ны 
* & 
ч ` 
» › 














\ Приложение 1 
Е. — 
< $ | Штатив для восьмиканальных пипеток-дозаторов т Е 


г \ Го [Рночкадия реагентов, пластмассовая, объемом 20 м т 








10 | Наконечники к пипеткам-дозаторам объемом 5-200,200- 1000, 1000-5000 мкл || 
(1000 шт./уп.) ь мкл | по1 
Гы | Наконе 


и аконечники к восьмиканальным пипеткам-дозаторам, 5-50, 50-200 мкл 


Либо (1000 штт./уп.) 
№ - 


г — 
12 | Планшет стрипованный на 96 лунок 


— да та: 








10 


13 | Наборы диагностические для иммуноферментных исследований (ИФА) наос- |на 1000 
новные группы наркотических средств и психотропных веществ измерений 


а =! 
а 




















Рабочее место для поляризационного флуороиммуноанализа 





Е ЕЕ 








М Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количество 
п/п единиц 
и у 1 Поляризационный флуориметр автоматический с комплектом запасных час- 1 
— тей и расходных материалов 

















1 
В 2 Карусель для анализа, для калибровки 4 
3 | Кювета стеклянная 1000 
——ий 1000 
5 105-й } 4 | Катридж пластмассовый для исследуемого образца 
п.) 5 Дозатор пипеточный одноканальный переменного объема 5-40,40-200, по1 
и 200-1000, 1000-5000 мкл ты 


9 6 Наконечники к пипеткам-дозаторам объемом 5- 200,200 - 1000, 1000-5000 мкл | по 1 


вы" | | (1000 шт//уп.) - 























и. 7__ | Штатив для одноканальных пипеток-дозаторов 
я на 1000 
еж диагностические, калибраторы и контроли (стандарты) дл вене 
с поляризационного флуороиммуноанализа 







Рабочее место для иммунохроматографического анализа (ИХА) 
















Количество 
единиц 


на 1000 
унохромато аф панели, тесты полоски) для выявления 
> 
графические (па > 


наркотических средств, психотропных ве а 


ериалов 
Наименование оборудования и вспомогательных матер 

















Пипетка пластиковая объемом 0,5 - 3,0 мл > 





Стакан химический объемом 10 мл т 
рический анализатор 





Я мет! 
Компьютерный видеоцифровой рефлекто 
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Рабочее место для фотометрических исследований 














м —— 
М [ Наименование оборудования и вспомогательных материалов Количест- 
п/п во единиц 
й Спектрофотометр УФ-ВИД (регистрирующий) Ве 








2 Атомно-адсорбционный спектрофотометр не. 
8 Флаконы (штанглазы) для реактивов объемом 100, 250 мл по 10 


4 Флаконы (штанглазы) для реактивов объемом 500, 1000 мл ИЕ 
Кол 


бы мерные объемом 25, 50, 100 мл по5 











Пипетки объемом 0,1; 0,2; 1,0; 2,0; 5,0 и 10,0 мл по5 


















Воронки для фильтрования диаметром 3 и 6 см 





Воронки делительные объемом 50 и 100 мл 







Пикнометры объемом 1,2, 5, и 10 мл 


Пробирки центрифужные объемом 10, 20 мл 


Пробирки мерные с притертой пробкой объемом 5, 10,25 мл 

















12 | Дозатор для порошков 
13 | Фильтры стеклянные М4 
14 | Насадка Бюхнера Ш29 

15 


Колба коническая объемом 250 мл (шлиф 29) 









[16 | Стаканы химические объемом 50, 100,250, 500 мл 
17 | Патроны для твердофазной экстракции (50 шт./уп.) 


[18 | Штативы для пробирок 
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Приложение 1 





Приложение М 4 
к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


РЕКОМЕНДУЕМЫЙ ПЕРЕЧЕНЬ 


НЕОБХОДИМЫХ РЕАКТИВОВ ДЛЯ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГ ИЧЕСКОЙ 


2 
3 
4 
Ь 
6 
7 
8 


> 


17 





20 
21 


ЛАБОРАТОРИИ НАРКОЛОГИЧЕСКОГО ДИСПАНСЕРА 
(НАРКОЛОГИЧЕСКОЙ БОЛЬНИЦЫ) 


Наименование 


Аммония ванадат «хч», «чда» 
Аммония гидрат окиси 25% «чда» 
Аммония молибдат «хч», «чда» 
Аммония сульфат «хч», «чда» 
Аммония сульфамат «хч», «чда» 


Ацетилхолина гидрохлорид 0,2% в ампулах 


Ацетонитрил «хч», «чда» «лля ВЭЖХ, сорт 0 или 1» 





Ацетон «хч», «чда» 


Бензол «хч», «чда» 
Бензидин «хч», «чда» 
ВУТЕА + 1% ТМС$ 5 (иипелу!51У1) И погоасеание +1% ‘г ипеусШогозЙапе 
Бромфеноловый синий (индикатор) 
Висмута карбонат «хч», «чда» 
Висмута нитрат основной «хч», «чда» 
Вода очищенная 
Тептан, нормальный, эталонный 





Гексан «хч», «чда» 


< 
[18 | Гидроксиламин солянокислый «хч», «чда» 
19 о о 


Глицерин «хч»» «чда» 
бета-глюкуронидаза Нейх Ро{аНа 











Дихлорметан «хч», «чда» 


Дихлорэтан «хч», 





«чда» 





Диоксан «хч»» «чда» 


24 Дифениламин «хч», «чда» 


Дифенилкарбазон «хч», «чда» 
"Железа окисного хлорид «хч», «чда» 
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27 | Железа окисного нитрат «хч», «чда» 








29 | Йод кристаллический «хч», «чда» 





30 | Йодплатинат «хч», «чда» 





31 | Йодистый этил 





32 | Калия гидрат окиси «хч», «чда» 





33 | Калия йодид «хч», «чда» 













Калия перманганат «хч», «чда» 






































вы. | 
Калия фосфат однозамещенный «хч», «чда» 
Калия хлорид «хч», «чда» 
ан | 
3 Калия феррицианид «хч», «чда» 
ее | 
[58 Калия бихромат «хч», «чда» 
Кислота азотная «хч», «чда» 
Кислота борная «хч», «чда» 
——=) 
41 | Кислота лимонная «хч», «чда» 
ИЕ. 
Кислота серная «хч», «чда» 
—. 


Кислота соляная «хч», «чда» 
[44 | Кислота трихлоруксусная «хч», «чда» 
45 | Кислота фосфорная «хч», «чда» 
[46 | Кислота хлорная «хч», «чда» 
Кислота щавелевая «хч», «чда» 
48 | Кислота уксусная «хч», «чда» 
49 | Кислота фосфорно-вольфрамовая «хч», «чда» 


50 | Кальция хлорид «хч», «чда» 





Кобальта хлорид (или нитрат) «хч», «чда» 

52 _ | Лития гидроксид с содержанием не менее 98% 
Магния хлорид «хч», «чда» 

Магния сульфат «хч», «чда» 

Метилстеарат с содержанием не менее 98% 
7 _| МВТЕА М-теу-5-в4Яуогоасеапиае 
з 
МТВУТЕА М-ие-Бифу те у5-М- певутйогасейати4е 


Мочевина «хч», «чда» 


л 


л л 
[>> — 


бл 


1 | Натрия ацетат «хч», «чда» 


28 | Йодистый метил =. 
и > 





Натрия гидрат окиси «хч», «чда» 


> 


98 











1 
— 
в 
= 
Е 
г 
= 
2 
о] 
в 
и: 
я 
р 
№ 
= 
г 
- 
й 











Натрия гидрокарбонат «хч», «чда» 


Приложение 1 














63 

| Натрия сульфат б/в «чда» 
6 | Натрия сульфит б/в «чда» 
66 | Натрия хлорид «хч», «чда» 





67 | Натрия тетратионид (гидросульфит) «ч» 





68 | Натрия тетраборат «хч», «чда» 





[59 | Натрия фосфат 1-замещенный «хч», «чда» 





о | Натрия фосфат 2-замещенный «хч», «чда» 


Е 





71 | Натрия цитрат «хч», «чда» 





72 | Натрия салицилат «хч», «чда» 





о 
73 | Натрия нитрит «хч», «чда» 








Е 
74 | Натрия гидрат окиси «хч», «чда» 





75 | М№-а-нафтилэтилендиамин «хч», «чда» 








76 | В-нафтол «хч», «чда» 





[77 Нингидрин «хч», «чда» 


— 
— 
Я 


Е 





78 | Бета-нафтол «хч», «чда» 
—__ 


ыы 





79 | ПАН (индикатор) 


И И 





80 | Перекись водорода 33% 


28 





81 | Перхлорная кислота 70% 


ЗЕЕ 





82 | Петролейный эфир «чда» 





83 | Прочный синий Б (или ББ) «хч», «чда» 


Пит 








84 | Полиэтиленгликоль 155 (ПЭГ-1500, карбовакс 1540) 


ыы 





85 | РЕРА Регцайиогоргорюгис апуие 





Ртути окись желтая «хч», «чда» 


а 








Ртути гидрохлорид «хЗ», «чда» 





88 Ртути нитрат «хч», «чда» 
89 | Ртути сульфат «хч», «чда» 





Сероуглерод «хч», «чда» 





91 | Спирт этиловый 





92 | Спирт метиловый 











93 | Спирт изо-пропиловый 





Спирт н_-пропиловый «чда» 





Спирт изо-бутиловый «чда» 








Спирт втор-бутиловый «чда» 





Спирт н-бутиловый «чда» 


Спирт трет-бутиловый «чда» 





Спирт изо-амиловый «чда» 
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100 | Спирт н-амиловый «чда» 








101 | Сквалан «чда» 





102 | Аналитические (стандартные) образцы наркотических средств, психотропных и других 
токсических веществ и их контроли 








| 103 | Серебра нитрат «хч» 





104 | Тетраметиламмоний гидроксид (порошок) 





105 | Толуол «хч», «чда» 





106 | Тритон Х-100,(Х-305) 





107 | 1,2,3-трис-(2-циантокси)-пропан 





108 | Тетрахлорметан «чда» 





109 | Трихлорэтилен «чда» 





110 | Трифторуксусная кислота 





ры ТЕАА ы1Йпогоасенс апрудн4е трифторуксусный ангидрид 








112 | Уксусный ангидрид 





113 | Универсальный индикатор, РН 0 - 12, полоски 





| 14 Формальдегид «чда» 





115 | Фурфурол «чда» 





116 | Хлороформ «хч», «чда» 





И 2-хлорбутан «осч» «хч для ГХ» «ХЧ», «чда» 





118 | Целит С-22 (или: целит-545, хромотон, инертон, хромосорб) 





119 | Этилацетат «хч», «чда» 





|1 20 Е эфир уксусной кислоты «хч», «чда» 











121 | Эфир диэтиловый «для наркоза» ФС 42-3643-98 








Примечание. При комплектации ХТЛ реактивами учитываются предъявляемые к ним требования, 
указанные в утвержденных в установленном порядке методиках и руководствах по эксплуатации со- 


ответствующего оборудования. 


300 р 
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Приложение М 5 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


Министерство 
здравоохранения и 
социального развития 
Российской Федерации Учетная форма № 450/у-06 


Медицинская документация 





(Наименование медицинской 
организации) 


Журнал регистрации отбора биологических объектов 














Наименование 
направляющей 
организации 





Освидетельствуемый <*> 





















Датаи 
время 
отбора 

биологи- 
ческого 
объекта 


пт 


















возраст род 


занятий 


ф.и.о. 


(полностью) 

























Фамилияи 
инициалы, 


Датаи Приме- | Подпись 
время чание освиде- 


Код 
биологи- 








Биологи- 







Результаты 










тельный предвари- | ческий 
клиничес- тельного | объект, ческого напра- ее ПОНЕЬ 
кий диагноз | исследо- объем объекта вления вуемого ответс- 






твенного 
лица 


биологи- 
ческого 
объекта в 
ХТЛ 


12 13 14 


вания 

















ании (штрих-кодировании) код (штрих-код) освидетельствуемого указы- 


<*> При кодиров 
ваются в графе 3. 
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Приложение № 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПО ЗАПОЛНЕНИЮ УЧЕТНОЙ ФОРМЫ М 450/У-06 «ЖУРНАЛ РЕГИСТРАЦИИ 
ОТБОРА БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ» 


1. Учетная форма М 450/у-06 «Журнал регистрации отбора биологических объектов» (далее — 
Журнал) ведется в структурных подразделениях медицинских организаций, в которых прово- 
дится медицинское освидетельствование на состояние опьянения и (или) диагностика факта 
употребления алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токси- 
ческих веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов (далее - Подразде- 
ление). 

2. Журнал пронумеровывается, прошнуровывается и скрепляется печатью медицинской ор- 
ганизации. Журнал хранится в сейфе. 

Графы 1 - 13, 15 Журнала заполняются работником Подразделения, производящего отбор 
биологического объекта. Регистрация освидетельствуемых в Журнале начинается с 1 января 
каждого календарного года с М 1. 

3.В графе 1 указывается порядковый номер регистрации отобранного для проведения хими- 
ко-токсикологических исследований биологического объекта. 

В графе 2 указывается дата и время отбора биологического объекта. 

В графе 3 указываются фамилия и инициалы освидетельствуемого по документу, удостоверя- 
ющему личность. При анонимном обращении освидетельствуемого в графу 3 вносится его шес- 
тизначный код (штрих-код), а в графе 7 делается запись «обратился самостоятельно». 

Графы 4, 5 и 6 заполняются со слов освидетельствуемого. При этом в графе 6 указывается 
один из следующих родов занятий (вид деятельности) освидетельствуемого: 


водители; рабочие; 
военнослужащие; студенты; 
работники сферы обслуживания; школьники; 
работники сферы искусства; прочие; 


неработающие. 





В графе 7 указывается наименование организации, направляющей биологический объект на 
исследование. 

В графе 8 указывается предварительный диагноз, основанный на результатах медицинского 
осмотра освидетельствуемого, в случаях, если медицинский осмотр проводился. 

Графа 9 заполняется только в случае, если биологическим объектом является моча. Указыва- 
ются результаты предварительного исследования, проведенного согласно пунктам 4.3 и 4.4 Пра- 
| вил отбора биологических объектов для проведения химико-токсикологических исследований 
Й. на наличие алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токсичес- 
] ких веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов (приложение М 2). При 
соответствии результатов предварительных исследований всем предъявляемым к ним требо- 
ваниям (температура, величина рН, плотность, содержание креатинина) делается запись «соот- 
ветствуют», при несоответствии результатов даже по одному показателю - «не соответствуют». 
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Графа 10 заполняется только в случаях, когда биологическим объектом является кровь или 
моча, объем указывается в миллилитрах. 

В трафу 11 вносится шестизначный код биологического объекта (штрих-код), который соот- 
ветствует шестизначному коду (штрих-коду) освидетельствуемого. 

Графа 12 заполняется работником Подразделения, когда биологический объект направляется 
нахимико-токсикологическое исследование в ХТЛ. 
Вграфу 13 вносятся дополнительные сведения об освидетельствуемом: сведения о лекарствах 
ИЛИ наркотических средствах, принятых освидетельствуемым за последние три дня; другая иН- 


ия, которую сочтет нужным сообщить о себе освидетельствуемый. 


формац 
(6) указания кода биологического 


В графе 14 освидетельствуемому предлагается расписаться д 
объекта в графе 11. 
Вграфе 15 указывается фамилия и ставится подпись работника Под 


шего отбор биологического объекта. 
4.Заполненный Журнал хранится в течение 2-х месяцев в Подразделении, затем в архиве ме- 


дицинской организации в течение 5 лет после отчетного года, после чего уничтожается. 


разделения, производив- 
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нздравсоцразвития РФ от 2 

Приказ Минздравсоцр: Приложение №7 
к Приказу 

Министерства здравоохранения 

и социального развития 

Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


Медицинская документация 


Министерство Учетная форма М 452/у-06 


здравоохранения и 
социального развития 
Российской Федерации 


(Наименование медицинской 
организации) 


Направление 
нахимико-токсикологическое исследование 


ы 200_г. М 








(Наименование химико-токсикологической лаборатории - ХТЛ) 





(Наименование медицинской организации и его структурного 





подразделения, выдавшего направление) 





(Фамилия, имя, отчество освидетельствуемого полностью, возраст) 





Объект исследования и его количество 








Код биологического объекта 








Дата и время отбора объекта 
Условия хранения объектов 


Биологический объекти его количество и показатели 

















Предварительный клинический диагноз 











Цель химико-токсикологических исследований а ——_—_ 
( 


На обнаружение 
какого вещества (средства) или группы веществ (средств) требуется 


провести исследования) 
Дополнительные сведения 


Дата и время отправки биологических объектов в ХТЛ 


ФИО врача (фельдшера), 
выдавшего направление 





ое а ИИ 
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Приложение М 8 
к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПОЗАПОЛНЕНИЮ УЧЕТНОЙ ФОРМЫ М 452/У-06 «НАПРАВЛЕНИЕ 
НА ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ» 


1, Учетная форма М 452/у-06 «Направление на химико-токсикологические исследования» (да- 
лее - Направление) заполняется и выдается структурными подразделениями медицинских орга- 
низаций, проводящих медицинское освидетельствование на состояние опьянения и (или) диа- 
тностику факта употребления алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных 
идругих токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов (да- 
лее - Подразделение) в случаях, когда требуется лабораторное подтверждение или исключение 
наличия алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и других токсических 
веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов в биологических объек- 
тах. 

2. На основании Направления ХТЛ проводит химико-токсикологические исследования и вы- 
дает Справку о результатах химико-токсикологических исследований (учетная форма М 454/у-06) 
о наличии или отсутствии алкоголя и его суррогатов, наркотических средств, психотропных и 
других токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), и их метаболитов в пред- 
ставленном на химико-токсикологические исследования биологическом объекте. 

3.В Направлении указывается: дата его заполнения и его номер; наименование медицинской 
организации и Подразделения, выдавшего Направление; наименование ХТЛ, куда направляется 
биологический объект;фамилияиинициалы освидетельствуемого (прианонимном обращении - 
штрих-код); возраст; код ‘биологического объекта (штрих-код), дата и время (часы, минуты) от- 
бора биологического объекта, условия хранения роет объекта после его отбора, вклю- 
чающие температурный режим хранения; биологический объект ды моча, слюна и пр.), для 
крови и мочи — объем в Мл; физико-химические показатели для мочи; если проводился медицин- 

ьные результаты осмотра биологического объекта; цель химико-ток- 


ский осмотр - предварител 
ких исследований: на какое вещество (средство) или группы веществ (средств) тре- 


буе вести исследования. 
у. р ие на химико-токсикологические исследования заполняется и подписывается 
. На 


производившим отбор биологического объекта. 


ния. 
а. ком Подразделени”» 
р: и —- хранятся в ХТЛ в течение одного года, после чего уничтожаются. 
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Приложение №9 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


Медицинская документация 


ство 
ея Учетная форма М 451/у-06 


здравоохранения и 
социального развития 
Российской Федерации 





(Наименование медицинской 
организации) 


Справка о доставке биологических объектов 
нахимико-токсикологические исследования 


и ил». 200 М 





(Наименование структурного подразделения, производившего отбор 
биологических объектов - Подразделение) 





(Наименование химико-токсикологической лаборатории - ХТЛ) 





Номера направлений на химико-токсикологические исследования и 
даты их выдачи 








Коды (штрих-коды) биологических объектов 





Дата и время отправки биологических объектов 


Е ЕЕ М ОВ ИЕТИ ЗИ ИЗВИНЕНИЕ 


(Ф.И.О. лица, осуществляющего перевозку биологических объектов) 





(Фамилия, инициалы и подпись работника Подразделения) 
Дата и время доставки биологических объектов в ХТЛ 





Результаты наружного осмотра биологических объектов 


Е Иен М |ПпП | 
ее печален АНН о. 


Выявленные несоответствия 


СООО ООО 


ны 


Заведующий ХТЛ 











(Подпиь) === (Фамилия иницилы) 


Штамп ХТЛ 
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Приложение М 10 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПО ЗАПОЛНЕНИЮ УЧЕТНОЙ ФОРМЫ 451/У-06 
«СПРАВКА О ДОСТАВКЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ 
НА ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ» 


1. Учетная форма М 451/у-06 «Справка о доставке биологических объектов на химико-токси- 
кологические исследования» (далее - Справка) заполняется в структурных подразделениях ме- 
дицинских организаций, в которых проводится медицинское освидетельствование на состояние 
опьянения и (или) диагностика факта употребления алкоголя и его суррогатов, наркотических 
средств» психотропных и других токсических веществ, вызывающих опьянение (интоксикацию), 
иих метаболитов, и в которых производился отбор биологических объектов (далее - Подразде- 
ления). 

2. Дата на Справке и ее номер, строки Справки «Наименование структурного подразделения 
медицинской организации, производившего отбор биологических объектов», «Наименование 
химико-токсикологической лаборатории», «Номера направлений на химико-токсикологические 
исследования и даты их выдачи», «Коды (штрих-коды) биологических объектов», «Дата и время 
отправки биологических объектов», «Фамилия и инициалы лица, осуществляющего перевозку 
биологических объектов» заполняются и подписываются сотрудником Подразделения, работа- 
ющим в день отправки биологического объекта в ХТЛ. 

3. Справка выдается лицу, осуществляющему доставку биологических объектов в ХТЛ, с на- 
правлениями на химико-токсикологические исследования (учетная форма М 452/у-06). 

4. Доставленные в ХТЛ биологические объекты осматриваются заведующим ХТЛ, которым 
указывается в Справке дата и время доставки биологических объектов в ХТЛ, проводится наруж- 
ный осмотр целостности упаковки, проверка соответствия записей на этикетках и количества 
доставленных биологических объектов сопроводительной документации. Результаты осмотра 
заносятся заведующим ХТЛ в строку «Результаты наружного осмотра биологических объектов» 
Справки. 

5. В случае несоответствия упаковки требованиям, изложенным в приложении М2, при не- 
правильном оформлении сопроводительной документации выявленные несоответствия под- 
робно описываются в строке Справки «Выявленные несоответствия». 

6.При несоблюдении условий хранения биологических объектов после отбора и при ихтранс- 
портировке биологические объекты нахимико-токсикологические исследования непринимают- 
ся с соответствующей записью в строке Справки «Выявленные несоответствия». 

7. Справка состав ляется в двух экземплярах, первый экземпляр остается в ХТЛ, второй заве- 


ряется штампом ХТЛ и возвращается в структурное подразделение медицинской организации, 


ло: еских 
в котором был произведен отбор биологич объектов. Оба экземпляра Справки хранятся в 
после чего уничтожаются. 


течение одного тода, 
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Приложение М 11 
кПриказу 
Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


Медицинская документация 


р Учетная форма М 454/у-06 


здравоохранения и 
социального развития 
Российской Федерации 





(Наименование медицинской 
организации) 


Справка о результатах 
химико-токсикологических исследований 





(Наименование химико-токсикологической лаборатории - ХТЛ) 
Химико-токсикологические исследования М М 
Дата проведенных химико-токсикологических исследований 
Химико-токсикологические исследования проведены 











(Фамилия, инициалы 





специалиста ХТЛ, проводившего исследования) 
Химико-токсикологические исследования проведены по Направлению на 
химико-токсикологическое исследование 





(Наименование структурного 





подразделения медицинской организации, производившего отбор 
биологического объекта и выдавшего направление на 
химико-токсикологические исследования) 


М от«_» 200_ г. 


Фамилия, инициалы освидетельствуемого, возраст 

ИВ НЗ ИННЩЕ бир сии ном, р... 
Код биологического объекта нь: 
Биологический объект М а: 
Методы исследования: 
предварительные: ЕЕ 
подтверждающие: сз < ИИ 
При химико-токсикологических исследованиях обнаружены (вещества, 








средства): 


Концентрация обнаруженного вещества (средства) о 
О 
(Подпись специалиста ХТЛ, проводившего исследования) 


М.П. 
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№ 
\ \ Приложение М 12 
\ к Приказу 
к \ Министерства здравоохранения 
} \ и социального развития 
. Российской Федерации 
С от 27.01.2006 № 40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПО ЗАПОЛНЕНИЮ УЧЕТНОЙ ФОРМЫ М 454/У-06 «СПРАВКА 
О РЕЗУЛЬТАТАХ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ» 


1. Учетная форма М 454/у-06 «Справка о результатах химико-токсикологических исследова- 
ний» (далее - Учетная форма М 454/у-06) заполняется специалистом ХТЛ, проводившим хими- 
ко-токсикологические исследования. 

о“ 2. При заполнении Учетной формы М 454/у-06 указываются: наименование химико-токси- 
кологической лаборатории; номера химико-токсикологических исследований, соответствующие 
и порядковым номерам исследований, зарегистрированных в Журнале регистрации результатов 
“ химико-токсикологических исследований (учетная форма М 453/у-06); дата их проведения, фа- 
Рона милия и инициалы специалиста ХТЛ, проводившего химико-токсикологические исследования; 
м номер направления на химико-токсикологические исследования с датой его выдачи и наимено- 
3 ванием структурного подразделения медицинской организации, производившего отбор биоло- 
тического объекта и выдавшего направление; фамилия и инициалы освидетельствуемого и его 
возраст; шестизначный код биологического объекта освидетельствуемого или штрих-код. 


=> 3. В строке «Методы исследования» указываются использованные предварительные методы 
нео (иммунохроматографический, иммуноферментный, поляризационный флуороиммуноанализ, 
—“ тонкослойная хроматография) и подтверждающие методы (спектральные, хроматографичес- 


кие: специализированные системы для обнаружения опиатов, каннабиноидов, бензодиазепинов 


на основе тонкослойной хроматографии, газожидкостная хроматография, высокоэффективная 
Не допускается указание названий 


жидкостная хроматография, хроматомасс-спектрометрия)- 
методов в сокращениях. 

4. В строке «биологический объект» указывается: кровь, моча, слюнаи др. 

5. В строке «При химико-токсикологических исследованиях обнаружены (вещества, средс- 
тва)» при обнаружении алкоголя, его суррогатов, наркотических средств (групп средств), психо- 
тропных и других токсических веществ (групп веществ) и их метаболитов указывается наиме- 
нование обнаруженных веществ (средств) в соответствии с принятыми ели - 
строке «Концентрация обнаруженного вещества (средства)» - массовая кар ы. у. 
женного вещества (средства) в биологическом объекте, выраженная в единицах измер : 


На мл, мкг на грамм, мг на мл ит.д. 

6. Если искомые вещества не обнаружены, 
Дованиях обнаружены (вещества, средства)» делается запись 
Правлении как цель исследования вещества (средства) не обнаруж 


я Ружен я 
й ия используемого метода». отоксикологических исследований предваритель- 


в строке «При химико-токсикологических иссле- 
(ставится штамп): «указанные в на- 
ены на уровне предела обна- 


7.1 мик 

ри положительных результатах хи и рено 
ке «При химико-токсиколо- 
)» делается запись (ставится штамп): 


средства. 
(средства) не обнаружены на уровне 
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8. При положительных результатах подтверждающих методов в строке «При химико-токси- 
кологических исследованиях обнаружены (вещества, средства)» делается запись: указанные в 
направлении как цель исследования вещества (средства) обнаружены на уровне предела обна- 
ружения используемых методов, а при необходимости в строке «Концентрация обнаруженного 
вещества (средства)» указывается и их концентрация. 

9. Заполненная учетная форма М 454/у-06 подписывается специалистом ХТЛ, проводившим 
химико-токсикологические исследования, и заверяется печатью наркологического диспансера 
(наркологической больницы), в структуре которого находится ХТЛ, или штампом ХТЛ с указа- 
нием полного наименования наркологического диспансера (наркологической больницы) и хра- 
нится вархиве наркологического диспансера (наркологической больницы) в течение 5 лет, после 
чего уничтожается. 
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результа 
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Министерство 
здравоохранения и 
социального развития 
Российской Федерации 





(Наименование медицинской 
организации) 


Приложение М 13 
к Приказу 


Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 


от 27.01.2006 №40 


Медицинская документация 
Учетная форма М 453/у-06 


Журнал регистрации 
результатов химико-токсикологических исследований 
























































М иссле- | Код Фамилия, Дата и время Наименование Биологический 
дования | биологичес- | инициалы получения ХТЛ | структурного объект, его 
кого объекта | освидетельствуемого, | биологического | подразделения количество 
возраст объекта медицинской 

организации, 

производившего 

отбор 

биологического 

и объекта 
1 2 3 4 5 6 
Использованные методы исследо- | Результаты Подпись Подпись и 
вания химико- специалиста ХТЛ, | фамилия 
токсикологических | проводившего лица, 
исследований химико- получившего 
токсикологические | Справку о 
предварительные | подтверждающие исследования результатах 
химико- 
токсикологических 
азии 
10 И 
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Приказ Минздравсоираз 


Приложение М 14 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПО ЗАПОЛНЕНИЮ УЧЕТНОЙ ФОРМЫ М 453/У-06 «ЖУРНАЛ РЕГИСТРАЦИИ 
ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ» 


1. Учетная форма М 453/у-06 «Журнал регистрации результатов химико-токсикологических 
исследований» хранится в ХТЛ. ь 

В Журнале регистрации результатов химико-токсикологических исследований регистриру- 
ются все Направления на химико-токсикологические исследования (учетная форма М 452/у-06) 
биологических объектов, поступивших в ХТЛ на химико-токсикологические исследования. 

2. Графы 1-6 заполняются заведующим ХТЛ, принявшим Направление на химико-токсико- 
логическое исследование и биологический объект: 

в графе 1 указывается порядковый номер химико-токсикологического исследования; 

в графе 2 указывается код (штрих-код) исследуемого биологического объекта; 

сведения, содержащиеся в графах 3, 4, 5 и 6, соответствуют сведениям Направления на хими- 
ко-токсикологические исследования (учетная форма М 452/у-06). 

3. Графы 7-10 заполняются специалистом ХТЛ, проводившим химико-токсикологические 
исследования. 

Сведения, содержащиеся в графах 7, 8 и 9, соответствуют сведениям, содержащимся в Справ- 
ке о результатах химико-токсикологических исследований (учетная форма М 454/у-06). 

4. Нумерация исследований в графе 1 начинается с 1 января каждого календарного года с по- 
рядкового номера 1. 

5. Заполненный Журнал регистрации результатов химико-токсикологических исследований 
хранится в течение 2-х месяцев в ХТЛ, затем в архиве наркологического диспансера (наркологи- 


ческой больницы), в структуре которого организована ХТЛ, в течение 5 лет, после чего уничто- 
жается. 








Приложение 1 


Приложение М 15 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 №40 


Отчет о работе химико-токсикологической лаборатории 
наркологического диспансера (наркологической больницы) 






































Представляют Сроки 
представления 
Химико-токсикологические лаборатории Отчетная 
наркологических диспансеров (наркологических форма М 59 
больниц): Утверждена 
Г Приказом 
- органу управления здравоохранением республики В установленные Министерства 
(края, области, автономного округа) им сроки здравоохранения и 
- Центральной химико-токсикологической лаборатории | 20 января социального 
при кафедре аналитической и судебно-медицинской следующего развития 
токсикологии факультета последипломного после от 27.01.2006 № 40 
профессионального образования провизоров ГОУ ВПО | отчетного 
Московской медицинской академии имени года Годовая 
И.М. Сеченова Росздрава 
Формы по ОКУД Отчитывающаяся организация по ОКПО Территории по ОКАТО | 
| 





Коды проставляет отчитывающаяся организация 

















Г Освидетельствуемые 
1 дети взрослые всего 
(18 лет и старше) 
0-14 лет 15-17 лет 
включительно | включительно 
2 3 4 5 


















1 
| Число освидетельствованных — всего 


в т.ч. на алкоголь 
уе 








и психо- 
на наркотические средства 


тропные вещества 
ствованных, 











Число освидетель 
е 
у которых подтверждено наличи. 


психоактивных веществ, — всего 


















вт.ч. алкоголя 
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наркотических средств и 





психотропных веществ: 


опиаты 





каннабиноиды 








амфетамины 


кокаин 





барбитураты Ги П списка 





метадон 





фенциклидин 





другие наркотические средства 





психотропные вещества 





комбинации наркотических средств 
и психотропных веществ 








Из общего числа 
освидетельствованных направлено: 





— органами внутренних дел 





Е 
— медицинскими организациями 





— по личным заявлениям 























Заведующий ХТЛ 














(Подпись) (Фамилия, инициалы) 








Контактный телефон, адрес электронной почты 


Главный врач наркологического 
диспансера (наркологической 
больницы) 








(Подпись) (Фамилия, инициалы) 


200 г. 





нием по пол 
логической 

культета по 
медицинскс 
Тода, трети: 
лет, после ч 











Приложение 1 


Приложение М 16 

к Приказу 

Министерства здравоохранения 
и социального развития 
Российской Федерации 

от 27.01.2006 № 40 


ИНСТРУКЦИЯ 
ПОЗАПОЛНЕНИЮ ОТЧЕТНОЙ ФОРМЫ М 59 «ОТЧЕТ О РАБОТЕ 
ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ НАРКОЛОГИЧЕСКОГО 
ДИСПАНСЕРА (НАРКОЛОГИЧЕСКОЙ БОЛЬНИЦЫ)» 


1. Отчетная форма М 59 «Отчет о работе химико-токсикологической лаборатории наркологи- 
ческого диспансера (наркологической больницы)» заполняется заведующим ХЛЛ на основании 
Журнала регистрации результатов химико-токсикологических исследований (учетная форма 
№453/у-06). 

2. Отчет составляется в 3-х экземплярах за отчетный год, подписывается заведующим ХТЛ и 
главным врачом наркологического диспансера (наркологической больницы), в структуре кото- 
рого организована ХТЛ, и заверяется печатью диспансера (больницы). 

3. Сведения по каждой строке разделяются по возрасту обследуемых; наименования обнару- 
женных психоактивных веществ (алкоголя, наркотических средств и психотропных веществ) 
указываются из графы 9 Журнала регистрации результатов химико-токсикологических исследо- 
ваний (учетная форма М 453/у-06). 

4. Первый экземпляр отчета направляется вышестоящему органу управления здравоохране- 
нием по подчиненности в установленные сроки, второй - вадрес Центральной химико-токсико- 
логической лаборатории при кафедре аналитической и судебно-медицинской токсикологии фа- 
культета последипломного профессионального образования провизоров ГОУ ВПО Московской 
медицинской академии имени И.М. Сеченова Росздрава до 20 января следующего за отчетным 
года, третий экземпляр отчета хранится в ХТЛ. Все экземпляры отчетов хранятся в течение пяти 


лет, после чего уничтожаются. 














Приложение 2 


МЕТОДИКА ОБНАРУЖЕНИЯ И КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОПИАТОВ И ИХ СИНТЕТИЧЕСКИХ 
АНАЛОГОВ, ПРОИЗВОДНЫХ ФЕНИЛАЛКИЛАМИНОВ, 
КОКАИНА, КЕТАМИНА В МОЧЕ МЕТОДОМ ГАЗОВОЙ 
ХРОМАТОГРАФИИ МАСС-СЕЛЕКТИВНЫМ 
ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ 





















































р д говых средств 
Эопинговых срес 
еление наркотиков и 06 ре 





Химико-аналитическое опред 
Кения 
1. Область нА хроматографический метод с масс-селективным Дет 
Настоящая и ния и количественного определения опиатов и их синтетических аналогов 
тированием ее. кокаина, кетамина в биологических объектах (моча). При и 
АМ хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МСД) диапазон измеряемых концентра- 
т в Вожиые полного сканирования (ТС) 0.05 - 1000 мкг/мл, в режиме селективного 
мониторинга выбранных ионов (51М) 0.005 - 1000 мкг/мл. 
2. Нормативные ссылки 
1. С.К. Еремин, Б.Н. Изотов, Н.В. Веселовская Анализ наркотических средств, 
М., «Мысль», 1993, 260 с. 
2.Е.А. Симонов, Б.Н. Изотов, А.В. Фесенко Наркотики. Методы анализа на коже, ее 
придатках и выделениях, ММА им. Сеченова, М., 2000 г., 128 с. 


ГОСТР 8.563-96 Методики выполнения измерений 
ГОСТ 12.1.005-88 ССБТ Общие санитарно-гигиенические требования к 
воздуху рабочей зоны 

ГОСТ 12.1.019-79 ССБТ Электробезопасность. Общие требования к номенклатуре 
видов защиты 

ГОСТ Гелий. Технические условия 

ГОСТ 6709-72 Вода дистиллированая. Технические условия 

ГОСТ 9293-74 Азот газообразный и жидкий. Технические условия 

ГОСТ 17433-80 Промышленная чистота. Сжатый воздух. 
Классы загрязненности 

ГОСТ 24104-88 Весы лабораторные общего назначения 


и образцовые. Общие технические условия 

Посуда и оборудование лабораторные, стеклянные. 

Типы, основные параметры и размеры 

Термометры жидкостные, стеклянные. Общие технические 
требования. Методы испытаний 


Посуда лабораторная, стеклянная. Пипетки градуированные 
Часть 1. Общие требования 


ГОСТ 25336-82 
ГОСТ 28498-90 


ГОСТ 29227-91 


3. Метод анализа 

3.1 Сущность метода 

Метод основан на выделении определяемых наркотических веществ из мочи методами жид- 
костной или твердофазной экстракции, послед 


ующим концентрированием экстракта упарива- 
нием, обработкой его трифторуксусным ангид 


ридом и определением полученных трифтораце- 
тильных (ТФА) производных методом хроматографии с масс-селективным детектированием 
(ГХ-МСД). Идентификацию (обнаружение) наркотических веществ в методе ГХ-МСД выпол- 
няют по стандартным библиотекам масс-спектров РЁебег и МТ, для количественного анализа 
наркотических веществ применяют градуировочные смеси, которые изготавливают по п..4.2.2. 

3.2 Аппаратура, материалы и реактивы 

- Хромато-масс-спектрометр «ТгасеМ$» в комплектации, производства фирмы «Твегпо 
МАЗ$ЗТАВ ИМИТЕБ» (Великобритания). 

Допускается применение аппаратуры аналогичной по характеристикам. 

- Газ-носитель - гелий, сжатый в баллоне по ГОСТ 

- Вода дистиллированная по ГОСТ 6709 

- Хлороформ, ч.д.а. 
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41. Приго 
Раствор А 
10,5 глим‹ 
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ские 
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1 ЖИД- 
арива- 
ораце” 
анием 
ыпол- 
зализа 
1.2.2. 


В его 


Приложение 2 





_ Изопропанол, ч.д.а. 

_ Ацетонитрил для ВЭЖХ, ч.д.а. 

_ Патроны для твердофазной экстракции Е\ех, 18 \/ 

- Трифторуксусный ангидрид для хроматографии МегсК са. № 125513 

_ Метанол для хроматографии ТУ 6-09-1709-77 

- Дифениламин, ч.д.а. 

_ Хлорид натрия, ч.д.а. 

- р-Глюкуронидаза, 51етла НР-2, са{.№ С 7017 

_Лимонная кислота х ч., ГОСТ3652-69 

- Натрий лимоннокислый, двухводный, ч., ТУ2499-002-0034237-98 

- Гидрокарбонат натрия х.ч. 

- Автоматические пипетки объемом 200-1000 мкл 

- Микрошприцы хроматографические на 10 мкл Нат!юп 

- Пробирка с притертой пробкой объемом 15 мл 

- Виалы (сосуды) стеклянные с завинчивающейся пробкой и тефлонированной мембраной 
объемом 2 мл АзЦепи Тесвпо]ор1ез 

- Виалы (сосуды) стеклянные с завинчивающейся пробкой и тефлонированной мембраной 
объемом 10 мл (АзЦепЕ ТесБпою1е$) 

- Химическая посуда общего назначения 

- Весы аналитические ВЛР-200 

- Центрифуга лабораторная, 10000 об/мин 

— Штатив для патронов (картриджей) для твердофазной экстракции с регулятором вакуума, 
предохранительным клапаном с вакуумным мембранным насосом, обеспечивающий безмасля- 
ный вакуум (20 мм рт. ст.) 

Допускается использовать оборудование, материалы и реактивы с техническими характерис- 
тиками не ниже указанных. 


4. Подготовка к анализу 

4.1. Приготовление буферного раствора РН 5.0 

Раствор А (01 молярный раствор лимонной кислоты) 

10,5 глимонной кислоты вносят в мерную колбу на 500 мл и доводят дистиллированую воду 
до метки. Полученный раствор содержит 21,01 г/л лимонной кислоты. 

Раствор В (дигидрат тринатриевой соли цитрата натрия 0.1 моль) 

14,71 г цитрата натрия вносят в мерную колбу на 500 мл и доводят дистиллированой во- 
дой до метки. Для приготовления буферного раствора РН 5.0 в мерную колбу на 100 мл вносят 
35 мл раствора А и доливают раствор В до метки. 

4.2. Приготовление стандартных растворов 

4.2.1. Приготовление раствора внутреннего стандарта дифениламина 

Приготовление раствора А. В мерную пробирку с притертой пробкой вместимостью 15 мл 
вносят 200 мг дифениламина ‚р и доводят ацетонитрил до метки 10 мл. Концентрация ДФА 

т 20 мг/мл 
в нение Б. В мерный цилиндр с притертой пробкой вместимостью 100 мл 
мерной пипеткой вносят 1 мл раствора А и доводят ацетонитрил до метки 100 мл. Концентрация 
ДФА в растворе Б составляет 200 мкг/мл. ‚ 
ДУ Приготовление градуировочных растворов (смесе : 
овление раствора А. В мерную пробирку с притертой пробкой вместимостью 15 мл 

а ВЯ отического вещества и доводят метанол до метки 10 мл. Концентрация стан- 

внося 


дартного вещества в растворе А составляет 10 мг/мл. 
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ритертой пробкой объемом 100 мл мерной 


створа Б. В мерный цилиндр с п 
ил до метки 100 мл. Концентрация нарко- 


раствора А и доводят ацетонитр 
Б составляет 100 мкг/мл. 
очные смеси морфина, кодеина, 6-моноацетилморфина, 


амфетамина, метамфетамина 


Приготовление ра 
пипеткой вносят 1 мл 
тического вещества в растворе 

По методике 4.2.2. готовят градуиров 
трамадола, промедола, кетамина, кокаина, 

5. Хромато-масс-спектрометрическое обнаружение в волосах и ногтях, 


а также в биожидкостях 


5.1 Исследование волос и ногтей 

Методика пробоподготовки объектов: для удаления внешних загрязнений волосы и ногти от- 
мывали 2 М раствором хлороводородной кислоты и метанолом до полного исчезновения в «смы- 
вах», после их упаривания, следов наркотических средств. Затем навеску образцов 40 мкг мелко из- 
мельчали ножницами, заливали 1 мл метанола и обрабатывали ультразвуком не менее 1 часа. После 
этого жидкость сливали. Образцы промывали 1 мл метанола и объединенные метанольные экс- 
тракты упаривали досуха. 

Хромато-масс-спектрометрическое исследование экстрактов проводили, используя усо- 
вершенствованный метод повышенной производительности: упаренную досуха аликвоту об- 
рабатывали 50 мкл ТФА (трифторуксусного ангидрида) при 60° С без доступа воздуха в течение 
20 минут. После охлаждения остатки реактива упаривали в токе азота и затем растворяли в 
100 мкл хлороформа. Исследования проводили на газовом хроматографе с масс-селективным де- 
тектором, оснащенном кварцевой капиллярной колонкой длиной 25 м, диаметром 0,2 мм и фенил- 
(5%)-метилсиликоном в качестве неподвижной фазы. С момента ввода образца давление на входе 
колонки (в течение 1 мин) составляло 3 кг/см*, далее в процессе анализа оно поддерживалось ав- 
томатически для обеспечения постоянного расхода гелия, равного 2 мл/мин. Температура колонки 
программировалась от 100° С до 310° С со скоростью 35° С/мин. Общее время анализа составило 
13 мин. Температуры испарителя, детектора и интерфейса составляли 280° С. Масс-селективный 
детектор работал в режимах сканирования от 50 до 550 11/2 и регистрации характеристических ио- 
нов морфина 2 ТФА: 477, 364 и 380 па/2. Идентификацию веществ проводили по молекулярным и 
характеристическим ионам,а также с помощью автоматического поиска с использованием библи- 
отек масс-спектров, предоставленных фирмой-производителем оборудования. 

5.2. Исследование биожидкостей 

Ферментативный гидролиз. В виалу (сосуд), содержащую 2 мл пробы, автоматической пи- 
петкой вносят 200 мкл желудочного сока виноградной улитки Нейх РоглаНа, содержащего В-глю- 
куронидазу, активность 1,00000 ед./мл. Сульфатазная активность препарата должна составлять 
не менее 5,000 ед./мл. К пробе добавляют 1 мл цитратного буферного раствора с РН 5,0, закры- 
вают сосуд завинчивающейся пробкой и выдерживают при температуре 50° С в течение 30 мин. 
Допускается проводить гидролиз в течение 12 часов при температуре 37° С. После проведения 
гидролиза пробу подвергают жидкостной или твердофазной (ТФА) экстракции. 

Выделение определяемых веществ жидкостной экстракцией. После проведения фермен- 
тативного гидролиза пробу центрифугируют 2 мин при 10 тыс.0б/мин, отделяют надосадочный 
слой пипеткой ипереносятего в пробиркуспритертой пробкой вместимостью 15 мл, добавляют 
1 мл насыщенного раствора гидрокарбоната натрия (в дистиллированной воде), экстрагируют 
5 млсмеси хлороформ-изопропанол (9:1) втечение 3-хминут, пипеткой отделяют органический 
слой, центрифугируют органическую фракцию 2 мин при 10 тыс. об./мин, отбирают надосадоч- 
ный слой пипеткой и сушат добавлением 0,3 - 1 г безводного хлорида натрия. Предварительно 
хлорид натрия промывают в хлороформе для удаления органических загрязнений Получен- 
ный экстракт переносят в коническую стеклянную колбу с притертым шлифом вместимостью 
20 мл и упаривают экстракт на роторном испарителе до объема 1 мл, после чего экстракт пе- 
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сносят в стеклянный сосуд объемом 2 мл с завинчивающейся крышкой и тефлонированной 
мембраной, упаривают досуха в токе азота и подвергают переводу в производные. 

Выделение определяемых веществ твердофазной экстракцией. Патрон для твердофазной 
экстракции перед экстракцией устанавливают в штатив и промывают 3 мл метанола. Одновре- 
менно в штатив может быть установлено до 15 патронов Еу!ех, что повышает экспрессность 
профподготовки. 

Пробу после проведения ферментативного гидролиза центрифугируют 2 мин при 
10 тыс. об./мин, отделяют надосадочный слой пипеткой и переносят его в патрон для твердофаз- 
нойэкстракции, пропускают пробу через патрон со скоростью 0,2 мл/мин, промывают патрон 3 мл 
15%-ного раствора ацетонитрила в дистиллированной воде для удаления соэкстрактивных компо- 
нентов и элюируют определяемые вещества 1 мл метанола. Элюат собирают в стеклянный сосуд 
объемом 2 мл. Элюат упаривают досуха в токе азота и подвергают переводу в производные. 

Проведение реакции перевода в производные (получения трифторацетильных про- 
изводных). К упаренным экстрактам добавляют 100 мкл трифторуксусного ангидрида, за- 
крывают сосуд завинчивающейся крышкой с тефлонированной мембраной и выдерживают 
сосуд с пробой при 50° С в течение 30 мин в термостате воздушной сушки. По окончании вы- 
держки испаряют остатки реагента досуха слабым током азота и реконструируют экстракт 

100 мкл этилацетата. 1 мкл экстракта вводят в испаритель хроматографа. 


6. Проведение хроматографического анализа 


Хроматографическую систему включают и настраивают в соответствии с инструкцией по 
эксплуатации и устанавливают параметры хроматографии и масс-спектрометрического детек- 
тирования. 

6.1. Условия хроматографического анализа 

Температура термостата колонок 70° С, 35° С/мин, 270° С (1 мин), 10° С/мин, 290° С (4 мин). Ана- 
лиз в режиме постоянного давления газа-носителя (Сопзапе Ргеззиге). В качестве газа носителя 


используют гелий. 

Температура испарителя хро 
матограф/масс-спектрометр) 28 
($рНЧез$) 10 мин. : 

Времена удерживания определяемых соединений для колонки НР-5М$ 30 м; 0,32 мм; 0,25 мкм 
или аналогичных ей представлены в табл. 1. 

Градуировку приборов для проведения количественного анализа выполняют по методу внут- 
реннего стандарта (трифторацетильное производное дифениламина) согласно инструкции к 


прибору. Для градуировки используют смеси веществ, приготовленные по п.4.2.2. 


6.2. Условия масс-спектрометрического детектирования 
6 21 Анализ в режиме сканирования по полному ионному току 

Е „1. иска на растворитель» время включения катодов и анализатора - через 3 мин после 
«Задер 


ввода пробы ь 
Температура источника ионов 220° С 


Температура анализатора 150° С 


с п/241 -550 а.см. 
Реми: == авы мониторинга по выбранным ионам ($1М). Характеристичные ионы 


ых веществ представлены в табл. 1. В качестве характеристичных могут быть 
для определяем й ион масс-спектра и молекулярный ион определяемого соединения. При от- 
выбраны р пектре интенсивного молекулярного иона в качестве дополнительного к ба- 
ВИ в ективного мониторинга выбирают фрагментарный ион наибольшей интенсив- 
зовому 


оль подтверждающего. 
й выполняет р. 
ности, которы 


матографа составляет 220° С ианалитического интерфейса (хро- 
0° С. Ввод пробы осуществляют в режиме без деления потока 
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абл. ремена у, < пределяемых соединений 
Таб, Времена уд. актерис ические ионы опре; 
ерживания и хар 
. 


Вещество Группа 

АмфевминтФА _ | 5% | 1 [| 1000), 11890), 9138) 

мет: › 

Метамфетамин ТФА 154(100), 118(30) 
Димедрол (ТФА произ- 11,60 165(20),58(100) 
водных не образует) 
6-Моноацетилморфин 13,60 3 364(100), 423(50) 
ТФА 


Кодеин ТФА 13,26 282(100), 395(50) 
Морфин 2ТФА 13,99 364(100), 477(80) 


Внутренний стандарт, 9,68 2 265(100), 172(70) 
дифениламин ТФА 


* - Времена удерживания могут меняться в зависимости от условий разделения и 
используемой колонки. 













Характеристические ионы т/х, 
в скобках % от базового пика 










7. Обработка результатов, показатели точности методики 
выполнения измерений 


Идентификацию определяемых соединений проводят по временам удерживания и масс- 
спектрам (в методе полного сканирования ТС) и соотношения интенсивностей детектируемых 
ионов (в методе ионного мониторинга $1М). Выявление хроматографических и масс-спектро- 


|| метрических наложений проводят по совпадению вершин пиков ионов (базового и подтверж- 
дающих). 


47.2 


твительности (КОЧ) по отношению к три 
Погрешность определения для метода ГХ-МСД 


23.6 


282,395,364/23,477 
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АМОТ$ 6С/М8 Апа1у818 Вероге - раза: 0: \ВАТА\8С101 .РТИ о 
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ОА/ОС: ый 
Н1а5езЕ ш/з Себоссоа = 549, №1. 
ВФ во48е 19961. Нова ато ево ы 
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“* Звагс Верой Раде 1 о! 1 ** 


: Сотропеп а зсап 643 (7.081 пил) (Моде! = +236и __ 
ря му Рыси = ТЗ (Моде , -82и] п ОЛОАТА\$СЬО1.ВАМУ 
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193 











240 260 280 300 320 





о 0 9 10 150 140 160 180 200 220 


НИ2 : Сафатагерте . Ч з 
С15Н12М20; МЕ: 713; ВМЕ: 715; РгоБ 84.9%; САЗ: 298-46-4; Ч: герйь; 10: 18022. 


_ 


——> 


193 
100 


50 









4451 63 75 8996 113 
в 80 10 п 120 140 160 180 200 220 





240 260 280 300 320 









едств 
Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговых ср 


«* Зеагол Верой Раде 1 01 1 ** 
= +327] м ОЛОАТА\ИВИМЕТ$ТО01.ВА\У 










а\ зсап 755 (8.467 пуп) (Моде! = 
вост п Цгагу Расог = -118 





180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 


| 80 100 120 140 160 


НИ 1: ОасеуитюфрНле 
С21Н23М0Б; МЕ: 788; ВМЕ: 790; Ргоь 92.5%; САЗ: 561-27-3; МЬ: герй®; 10: 20797. 


| 
| 
| 


140 160 180 200 250 240 260 280 300 320 340 360 380 









К2: Сасеутогрыме 
С21Н23МО5; МЕ: 771; ВМЕ: 772; Ргоб 92.5%; САБ: 561-27-3; МБ: плайлию; 10: 101799. 


100. 


Е 2 № 






Выявление героина в биопробе 


ССМ$ Апа1узв - Оана:О\РАТА\ИВТМЕ\Т$ ТОО! 011210212357 
АБшоваасе [39115] 8 вагёейз (*), 162 сотропени (-) 
тс 


р ы—_—м= 


75 


25 











0 = 
Те: _ 3.34 4.12 4.90 5.69 6.47 7.24 8.03 8.81 9.59 10.59 11.58 12.58 13.57 14.57 
Ежгасед .106 пай) 


231 


75 








500 





350 400 450 





Я 100 150 20 250 300 


пу: 
Хроматограмма экстракта растительного материала, найденного в кармане потерпевшего 
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АБиадавсе [16039] © сагре (+), 4 С 
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74.6 





51.1 


27.6 
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4.1 ЕЕ т — ть —_ане ЕТ с 
326 373 _4.19_ 4.65 515.58 _6.05_6.51 _ 6.97_1.44_`7.90_8.36_883 9.09.76 , 


Тияс: 


Хроматограмма экстракта волос наркомана, потреблявшего морфин в течение 3 месяцев. 
Режимы работы масс-спектрометра:$ М: 285, 268, 162 м/я 
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стракта неизвестного порошка, применявшегося подозреваемым в качестве 
одурманивающего средства 
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*" Звагсл Верой Раде 1 ог1 ** 
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“* Звагсл Верой Раде 1 ог 1 ** 
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Хроматограмма смыва с поверхности весов, на которых производилась фасовка героина 
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Зеление с в идопинговых ср 
Химико-аналитическое определение наркотиков и допинговь 





<о- < кого иследовани 
Введение. Цели и задачи химико токсилогичес лед. я р 


Основные принципы диагностики острого отравления нами были из ВВ в пособии «Острыеот- пров ел 
равления бытовыми и промышленными химическими веществами» (1997).Здесь мы лишь напомним, ет з уточ 
что диагностику обычно проводят комплексно, учитывая клинические признаки, отмеченные у боль- но ост 
ного (клиническая диагностика), используя методы химико-токсикологического исследования биосред : 
организма (химико-токсикологическая диагностика), а также различные дополнительные инструмен- Орг: 
тальные, функциональные и биохимические методы исследования. Одной изважных задач клинической В свя: 
и вспомогательной (инструментальной, функциональной и биохимической) диагностики является по бораторн 
возможности точное выявление вещества или группы веществ, вызвавитих отравление для определения клинИич 
основного направления проведения химико-токсикологического исследования. м ки 

Химико-токсикологическая диагностика СССР № 

Дифференциальная диагностика отравления по клинической картине далеко не всегда поз- приостр! 
воляет определить конкретное вещество, особенно в случае употребления нескольких отравля- тей долж 
ющих веществ и на фоне алкогольного опьянения. Она должна быть подтверждена и дополне- нормати! 
на системой быстрой, надежной, достаточно чувствительной и воспроизводимой лабораторной ление, 1 7 
диагностики токсичных веществ в наиболее доступных биологических средах организма (кровь, упомяну 
моча). Особенностью, отличающей лабораторную диагностику отравлений в токсикологичес- драва РС 
кой клинике от судебно-медицинской, является прежде всего экстренность, когда продолжитель- ской ПОМ 
ность проведения анализа не должна превышать 1-2 ч, поскольку это необходимо для проведения тили сил 

} неотложной терапии; кроме того ограниченный объем и вид материала для исследования - здраво 
. как правило, это кровь и моча, могут быть содержимое желудка и промывные воды, фекалии, спин- 

| номозговая жидкость, слюна. Поэтому никогда не проводится поиск т.н. «неизвестного яда», как это при вт 
| принято при проведении судебно-медицинской экспертизы. Обычно, основываясь на результатах ее 
| клинической диагностики, лечащий врач-токсиколог указывает в направлении наименование ве- быть 6 д 
щества или группы веществ, подлежащих исследованию. По этой же причине исследование биосред, 2 должн 
} направляемых из других стационаров данного города в случае необходимости проведения химико- исследог 
токсикологического обследования, осуществляется только после согласования с врачом-токсиколо- Выд. 
гом, который, основываясь на имеющихся сведениях о пациенте, определяет необходимость прове- организ 
| дения исследования в каждом конкретном случае и направление поиска токсичных веществ. обучену 
| Химико-токсикологическое исследование может проводиться не только с диагностической Москов 
| целью, но и для оценки эффективности проводимой детоксикации, определения фазы течения обучен: 
] | отравления (токсикогенной или соматогенной). медици 
Очень важным моментом является выбор метода исследования и оценка полученного результата. влабор 
Так, в ряде случаев лечащему врачу бывает достаточно качественного определения, например наличия то 
бензодиазепинов методом тонкослойной хроматографии, поскольку выбор способа лечения не зависит © 
от названия лекарственного препарата данной группы; в случае отравления трициклическими анти- Пок 
| депрессантами желательно определить конкретное вещество, в частности амитриптилин как наиболее Исследо 
токсичный в этой группе.При отравлении высокотоксичными веществами, например, метанолом,эти- Уточне: 
ленгликолем, дихлорэтаном, соединениями металлов и др.необходимо иметь количественный результат, альной 
т.е. определение концентрации яда в крови, поскольку от этого будет зависеть выбор метода детоксика- Частно. 
ции. Естественно об этом следует говорить только в случае, когда в лаборатории имеются технические Мочи, с 
возможности для проведения различных методик. Для осуществления такого подхода квыбору методики Других 

| необходимо, чтобы врач лаборатории работал в контакте с лечащим врачом. Это поможет правильной м. 
] оценке полученного результата. В частности, при сопоставлении данных лабораторного исследования { 
| симеющейся клинической картиной отравления могут быть следующие варианты: Оп 

— полное их соответствие, и тогда процесс лабораторной диагностики можно считать за- Имеюц 
вершенным; ТОКсик 

ге ре 
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Приложение 3 


— клиническая картина дает основание предположить, что выявлена только часть токсичных 
веществ, вызвавших отравление, и следовательно исследование нужно продолжить; 

- полученные результаты полностью расходятся с клинической картиной заболевания, что требу- 
ет проведения не только повторных или дополнительных химико-токсикологических исследований, 
но и уточнения клинического диагноза путем применения различных вспомогательных методов 
диагностики, уточнения анамнеза, приглашения различных специалистов-консультантов. 


Организация химико-токсикологической лабораторной службы 


Всвязи свышеизложенными особенностями совершенно ясно, что химико-токсикологическая ла- 

бораторная служба должна располагаться в непосредственной близости и находиться в тесном контакте 
склиническим подразделением, оказывающим помощь больным с острыми отравлениями, т.е. прак- 
тически быть в составе токсикологического отделения (центра). Учитывая это, в приказе Минздрава 
СССР № 475 от 6.05.1980 т. «Об улучшении стационарной специализированной медицинской помощи 
при острых отравлениях», впервые выделившим в номенклатуре клинических врачебных специальнос- 
тей должность врача-токсиколога и узаконившим отделения (центры) лечения отравлений и штатные 
нормативы этих подразделений, введена в лабораторию больницы, имеющей в составе указанное отде- 
ление, 1 должность врача-лаборанта и 1 круглосуточный пост фельдшера-лаборанта (Приложение 4 к 
упомянутому приказу); аналогичное штатное расписание содержится в дублирующем приказе Минз- 
драва РСФСР № 484 от 4.08.1981 г.«О мерах по дальнейшему улучшению качества оказания медицин- 
ской помощи населению РСФСР при острых отравлениях». Несмотря на то, что оба приказа не утра- 
тили силу до настоящего времени, в 1990 г. было выпущено Информационное письмо Министерства 
здравоохранения СССР № 04-6/64-6 от 27.03.90 г. «Организация стационарной медицинской помощи 
при острых отравлениях химической этиологии», в котором рекомендовано ввести в состав отделе- 
ния лечения отравлений химико-токсикологическую лабораторию. В штате этой лаборатории должны 
быть 6 должностей врача-лаборанта и 6 лаборантов для обеспечения круглосуточной работы, а также 
2 должности санитарки. Кроме того, указан ориентировочный норматив химико-токсикологических 
исследований - 12,4 ч. на 1 стационарного больного с острым отравлением. 

Выделение самостоятельной лабораторной химико-токсикологической службы потребовало 
организации подготовки соответствующих врачей-специалистов. В настоящее время базовое 
обучение и последующее усовершенствование проводится на кафедре токсикологической химии 
Московской медицинской академии им. И.М. Сеченова (тел.: 290-5399, 290-4236). Кроме того, 
обучение на рабочем месте можно пройти на кафедре клинической токсикологии Российской 
медицинской академии последипломного образования в г. Москве (тел.: 921-9646, 928-4545) или 
в лаборатории Московского городского центра лечения отравлений (тел.: 928-2603, 929-1093). 


Показания и противопоказания к применению метода 


Показанием для проведения описанных в Пособии лабораторных химико-токсикологических 
исследований являются случаи острых отравлений химической этиологии (для подтверждения или 
уточнения клинического диагноза), диагностически неясные случаи (для проведения дифференци- 
альной диагностики), необходимость оценки эффективности проводимого лечения отравления, в 
частности - методов детоксикации; при проведении судебно-медицинского исследования крови, 
мочи, содержимого желудка; для уточнения факта употребления наркотических, психотропных и 
других одурманивающих веществ в наркологической практике. Противопоказаний нет. 


Материально-техническое обеспечение метода 

Описанные в Пособии методики могут проводиться на любом стандартном оборудовании, 
имеющемся в распоряжении лаборатории. Дополнительно рекомендованные Система экстренной 
токсикологической диагностики «ВЕМЕОЬ производства фирмы Вю-Ка4 (США), имеет номер 


гос. регистрации 95/312 от 28 октября 1995 г., иммунофлюоресцентный анализатор ТРх фирмы 
АВВОТ (США) имеет № гос. регистрации 85/28, приложение по реагентам - № 97/1180. 
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Описание методов 
1. Методы, применяемые в химико-токсикологическом анализе 
1.1. Иммунные методы 


1.1.1. Иммунохимические методы анализа. 

Современные иммунохимические методы анализа лекарственных и наркотических средств обла- 
дают достаточно высокой чувствительностью, групповой специфичностью, простотой исполнения, 
позволяют анализировать одновременно большое количество проб без специальной подготовки и 
потому удобны для скрининг-диагностики. 

В основе этой группы методов лежит реакция между определяемым лекарственным вещест- 
вом (антигеном) и специфичными к нему антителами. Для визуализации результатов реакции в 
один из компонентов вводится «метка». В зависимости от природы метки (метода детектирова- 
ния) различают несколько видов иммунного анализа. Виды, наиболее употребимые в практике 
токсикологического анализа, приводятся в таблице 1. 


Таблица 1. Классификация иммунохимических методов анализа 


Радиоиммунный анализ (РИА) 0,1-20 нг/мл 
Иммуноферментный анализ (ИФА) 0,1-100 нг/мл 


Поляризационный Изменение поляризации 10-80 нг/мл 
флуороиммунноанализ (ПФИА) флуоресценции 


В настоящее время отечественными и зарубежными производителями выпускаются готовые 
коммерческие наборы реактивов — диагностикумы, позволяющие определять основные классы ле- 
карственных и наркотических веществ с гарантированным пределом определения 50-500 нг/мл. 

В реакционную среду помещают определяемое вещество (антиген) и «меченый» антиген, ко- 
торые конкурентно взаимодействуют с ограниченным числом мест связывания антител. В им- 
муноферментных методах в качестве метки используются ферменты (как правило оксидазы), 
которые окисляют хромогенный субстрат. При связывании меченого антигена с антителом фер- 
мент теряет свою активность и не изменяет окраски хромогенного субстрата. О степени про- 
хождения реакции судят по изменению окраски, которая имеет зависимость от концентрации 
определяемого вещества. По технике проведения различают гомогенный и гетерогенный ИФА. 
В гомогенном ИФА все компоненты реакции находятся в одном агрегатном состоянии - в рас- 
творе. В наиболее распространенных модификациях гетерогенного анализа антитела иммоби- 
лизуются на твердом носителе (пробирках, планшетах, бусинах). Хромогенный субстрат в этом 
случае добавляется после удаления непрореагировавших компонентов. Он взаимодействует с 

ферментом, связанным с иммобилизованным антителом, и меняет окраску. Если концентрация 
определяемого вещества значительно превышает концентрацию меченого антигена, то после 
удаления последнего из реакционной среды ферменты в системе отсутствуют и окраска не изме- 
няется (положительный ответ). Изменение окраски регистрируется на фотоколориметре, обычно 
выполненном в виде анализатора для диагностикумов конкретной фирмы. Поскольку антитела 





специфичны к определенному соединению, то существуют наборы отдельно на каждый вид ле- 
карственных и наркотических соединений. Например, для опиатов, каннабиноидов, барбитуратов, 
бензодиазепинов, бензоилэкгонина (метаболит кокаина) и др. 

Гомогенный ИФА более экспрессный. Время на каждый тест 1-30 мин, включая обработ- 
ку результатов. Предел обнаружения 10`*-10° г/мл. Гетерогенный анализ более чувствителен 
10°°-10тг/мл, но длительнее по исполнению (2-3 ч.). 
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Приложение 3 


В ИФА часты случаи ложноположительных или ложноотрицательных результатов, поскольку 
некоторые компоненты крови, метаболиты лекарственных средств и т.п. могут изменять скорость 
ферментативных реакций. Ферменты, как и все белки, теряют активность под действием таких 
факторов, как нагревание, замораживание, разведение образцов, рН присутствие солей тяжелых 
металлов, антикоагулянтов, микроорганизмов. Поэтому результаты ИФА значимы только в ком- 
бинации с подтверждающими методами. 

1.1.2. Поляризационный флуороиммунноанализ (ПФИА) 

Наиболее чувствительным и удобным в использовании среди иммунологических методов явля- 
ется ПФИА.Принцип проведения реакции тот же,что вгомогенном ИФА. В качестве метки использу- 
ется флуоресцеин. Изменение поляризации флуоресценции зависит от степени связывания меченого 
антигена сантителом. Для регистрации результатов используется специальная оптическая система, 
выполненная в виде анализатора. Фирмой «Эббот» (США) выпускается автоматизированная сис- 
тема ТОх (анализатор — № гос. регистрации П-8-242-МТ № 85/28, реагенты - № 97/1180), а в России 

флуоресцентныеанализаторы АФП-2.ПФИА имеет преимущества перед ИФА в чувствительности — 
200 нг/мл, стабильности метки, независящей от рН среды, температуры, сопутствующих веществ, 
характерных для ферментных реакций, в быстроте и простоте проведения анализа. 

1.1.3. Иммунохроматографический анализ (ИХА) 

Перспективным вариантом иммуноанализа являются иммунохроматографический анализ 
(ИХА), который в литературе называют еще «стрип-тест», экспресс-тест, тест-полоски и т.п. Это 
связано с компактностью, быстротой и простотой выполнения и оценки результатов анализа. 

В тест-зоне полоски нанесены искусственные антигены (подобные анализируемым вещест- 
вам). Антитела к ним, связанные с красителем, также нанесены на полоску у линии погружения 
ее в исследуемый образец биожидкости. При погружении теста в жидкость, последняя начинает 
мигрировать по принципу тонкослойной хроматографии. Вместе с жидкостью движутся анти- 
тела. Если в жидкости нет исследуемого антигена (наркотика), то антитела доходят до вторичных 
антигенов, связываются с ними, образуя окрашивание в тест-зоне. Если же исследуемый антиген 

(наркотик) присутствует в жидкости, он связывает антитела и окрашивания в тест-зоне не на- 
блюдается. Отсутствие или появление окрашивания в тест-зоне говорит о положительном или 
отрицательном результате анализа, соответственно. 

Внастоящее время тест-полоски производят несколько фирм.Основным отечественным произво- 
дителям является научно-производственная фирма «Прогрессивные Био-Медицинские Технологии». 
Ими предлагаются тесты как на отдельные группы наркотиков, так и мультитесты - на 4 или 6 групп 
одновременно. Чувствительность для опиатов, метадона, кокаина, бензодиазепина, барбитуратов — 
300 нг/мл, каннабиноидов - 50 нг/мл, метамфетамина - 500 нг/мл, амфетамина - 1000 нг/мл. Отсутс- 
твует перекрестное реагирование со многими лекарствами в концентрациях до 100 мкг/мл. 

Общей проблемой для всех иммунохимических методов является кросс-реактивность. Пос- 
кольку антитела формируют места связывания не на конкретную молекулу, а на некоторый харак- 
терный фрагмент молекулы, то и иммунная реакция может происходить с веществами, имеющими 
в своей структуре этот фрагмент. Поэтому при иммунном анализе определяется не конкретное 

вещество, а группа соединений, то есть метод имеет групповую специфичность. Положительный 
ответ дается, например, на опиаты (а нена морфин), барбитураты (а не на гексенал) и т.д. Кроме 
того, возможна реакция ис другими химическими соединениями, не принадлежащими к этой 
группе лекарств. Обычно каждый набор характеризуется относительной реактивностью к другим 
соединениям, что позволяет исключить возможный ложноположительный результат. 
Таким образом, иммунные методы - это современные методы скринингового экспресс-ана- 
лиза лекарственных и наркотических веществ, имеющие отрицательное аналитическое значение 

и требующие обязательного подтверждения другими методами. Сведения о иммунных методах 

анализа токсических веществ имеются в литературе [7, 8, 43, 44, 47, 58, 59, 70]. 


341 













































Химико-аналитическое опреде ление наркотиков и допинговых средств 





1.2. Спектральные методы „воли 
К спектральным относятся методы, использующие свойство молекул или атомов веществ метр’! 
поглощать или испускать излучения определенной длины ВОЛНЫ. Характер спектра специфичен либо а 
для каждого соединения, а интенсивность в определенном интервале концентраций пропорцио- ь опр 
нальна этой концентрации, что предоставляет возможность как идентификации, так и количес- п тс 
твенной оценки анализируемого вещества. 9 
По физической природе используемого излучения выделяются следующие методы: т агы 

1) УФ-спектрофотометрия; фР 
масс 


2) ИК-спектроскопия; 
3) колориметрия в видимой области спектра; колич 


4) атомно-адсорбционная спектрометрия (ААС); вос 

5) масс-спектрометрия (МС); 1. 

6) флуоресцентная спектрофотометрия и др. Хх 
Вхимико-токсикологическом анализе эти методы могут использоваться как самостоятельно, 

так и в сочетании с другими, обычно хроматографическими методами (для детектирования). витие 

Например, ААС используется для анализа на «тяжелые» металлы. Проба вводится в источник врем; 

света, где она нагревается и испаряется. Попавшие в газовую фазу молекулы распадаются на ато- щим. 

мы, которые переходят в возбужденное состояние. Самопроизвольно возвращаясь в нормальное лизе 1 

состояние, они испускают избыточную энергию в виде квантов света. Линии спектра характерны Хх 

для каждого металла, а их интенсивность пропорциональна концентрации его в пробе. Чувстви- актов 

7 тельность метода от 0,1 ч на млн. в пробе, в зависимости от элемента [31]. подДв 

ИК-спектр отражает электронное строение вещества, являясь специфической его характе- И. 

| ристикой. Инфракрасная спектроскопия может быть использована сама по себе лишь по отно- М 

| шению к довольно чистым образцам, либо выделенным из биологической матрицы. Поэтому в рини 

| токсикологическом анализе она используется для анализа образцов «вещественных доказательств» фаза 

Я или как детектор газового или высокоэффективного жидкостного хроматографа [38]. В обоих стар 

| вариантах метод трудоемок, требует дорогостоящего оборудования и высококвалифицирован- Край 

ного персонала для эксплуатации. 

| 1.2.1. Фотоэлектроколориметрия широко используется в повседневном анализе для коли- р 
чественного анализа, например, при определении гемоглобина и его производных, определении 

активности холинэстеразы, и др. При анализе некоторых токсических неокрашенных веществ < 

используется переведение их с помощью химических реакций в окрашенные для визуализации. Чи 

р Измеряя интенсивность окраски получающегося раствора, можно судить о концентрации ана- шим 

лизируемого вещества в растворе. Так определяют, например, производные 1,4-бензодиазепина щес: 

| по аминоазобензофенонам [4]. угле] 

1.2.2. УФ-спектроскопия аналогична предыдущему методу с той лишь разницей, что исполь- и об 

| зуется способность молекулы вещества поглощать в УФ-области спектра. Разц 

И Широко известно использование дифференциальной УФ-спектрометрии при количествен- Виде 
] ном анализе барбитуратов, основанное на сдвиге максимума поглощения при изменении рН 

| раствора барбитурата [15, 43]. ] 
Возможна идентификация веществ, выделенных из биообразца хроматографическим или 

другим методом, по УФ-спектрам при сравнении их со спектрами стандартных образцов [35,43]. ] 

Так, УФ-детектор один из самых распространенных при ВЭЖХ-анализе [5,38]. Дли: 

Некоторые вещества обладают собственной флуоресценцией, которая также подчиняется про 

| законам светопоглощения/светоиспускания. В некоторых случаях изменение флуореценции ис- вос 

| пользуют для визуализации результата, например, в ПФИА-методе. Иногда в вещество вводится Дых 

| так называемая «метка», вызывающая флуоресценцию, и таким образом регистрируется вещес- | 

тво или изменение его концентрации [8]. Цес. 
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1.2.3. Масс-спектрометрия 


Метод используется для детектирования веществ после ГХ или ВЭЖХ разделения компонентов 
анализируемой пробы. Молекула вещества в газообразном состоянии, попадая в масс-спектро- 
метр, подвергается ионизации либо деструктивной под действием электронов высоких энергий, 
либо ассоциативной (химической) под действием специального газа. Фрагментация происходит 
по определенным правилам, отражая особенности структуры вещества. Получаемые ионы разде- 
ляются по массам и таким образом составляют спектр - специфическую характеристику вещес- 
тва. При сравнении со спектрами стандартов можно идентифицировать вещество, а зная законы 
фрагментации-ионизации, даже предполагать структуру неизвестных веществ. Интенсивность 
масс-спектра зависит от энергии ионизации, но при прочих равных условиях пропорциональна 
количеству вещества в пробе. На практике масс-спектрометрию используют в настоящее время 
в основном в сочетании с разделительными хроматографическими методами [7, 43, 51 и др-]. 


1.3. Хроматографические методы 


Хроматографический метод анализа разработан русским ученым М.С. Цветом в 1903 г. Раз- 
витие хроматографических методов началось в 30-е годы. Они бурно развиваются в настоящее 
время и являются одним из наиболее перспективных направлений анализа. Литературы по об- 
щим вопросам хроматографии очень много. Применению ее в химико-токсикологическом ана- 
лизе посвящены многие руководства, основные из них - [7, 36, 43 и др]. 

Хроматографию можно определить как процесс, основанный на многократном повторении 
актов сорбции и десорбции вещества при перемещении его в потоке подвижной фазы вдоль не- 
подвижного сорбента. 

1.3.1. Тонкослойная хроматография (ТСХ) 

Метод ТСХ в настоящее время широкое применяется в аналитической токсикологии для ск- 
рининга лекарств в моче больных при острых отравлениях. В методе ТСХ неподвижная твердая 
фаза тонким слоем наносится на стеклянную, металлическую или полимерную пластинку, на 
стартовую линию наносят концентрированный экстракт мочи и метчики-вещества сравнения. 
Край пластинки погружают в систему растворителей, которая действует как подвижная фаза 
жидкостной адсорбционной хроматографии. Диффузия в тонком слое происходит в продольном 
и поперечном направлениях, поэтому процесс следует рассматривать как двухмерный. 

Стационарная фаза представляет собой однородный слой толщиной 0,25 мм силикагеля (час- 
тицы размером 20 мкм). Пластинки для высокоэффективной ТСХ (ВЭТСХ) отличаются мень- 
шим размером частиц (5-10 мм) и поэтому обеспечивают более высокую чувствительность. Су- 
ществуют пластинки для ТСХ с обращенной фазой, на которых гидрофобный агент (обычно 
углеродные радикалы С2, С8, С18) связан с силикагелевой матрицей. Однако пластинки ВЭТСХ 
и обращенно-фазные значительно дороже и позволяют анализировать меньшее количество об- 

разцов, и их не рекомендуется применять в рутинном анализе. Результаты ТСХ регистрируют в 
виде коэффициентов удерживания (В,)- В; рассчитывается следующим образом: 
Расстояние, пройденное от старта анализируемым образцом 





В = 
ь Расстояние, пройденное от старта фронтом растворителя 


Более удобным является показатель В,х100 (ВВ,), особенно если используется стандартная 
длина пластин 10 см, поскольку в этом случае величина ВК, равна расстоянию в миллиметрах, 
пройденному анализируемым веществом от старта. Существует много факторов, влияющих на 
воспроизводимость В, Однако их влияние может быть сведено к минимуму, если вместе с каж- 
дым образцом анализируются стандартные (эталонные) соединения. 

Развитие аналитической ТСХ идет по пути повышения чувствительности и унификации про- 
цесса и условий хроматографии [43, 61-65]. Новым шагом в этом отношении является создание 
системы ТохИаЪ, РЕС (США), обеспечивающей полную унификацию и стандартизацию процесса. 
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Использование готовых систем, пластин, камер, проявителей и идентификационныхатласов гаран- 
тирует высокую воспроизводимость, надежность, исключает субъективный фактор, в т.ч. межлабо- 
раторный. ТСХ обычно применяется для качественного и полуколичественного определения. 

1.3.2. Газовая хроматография (ГХ) 

Подвижной фазой в ГХ является газ. В зависимости от состояния неподвижной фазы ГХ под- 
разделяется на газо-адсорбционную, когда твердой фазой является твердый адсорбент, и газо- 
жидкостную, когда неподвижной фазой является жидкость, вернее, тонкая ее пленка на поверх- 
ности твердого носителя. В аналитической токсикологии используются разнообразные варианты 
газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ). 

Эффективность разделения в ГЖХ зависит, главным образом, от правильного выбора жидкой 
фазы. Она должна обладать достаточно высокой селективностью, быть химически инертной по 
отношению канализируемым веществам, газу и твердому носителю, термически устойчивой и не- 
летучей. При выборе жидкой фазы следует руководствоваться правилом «подобное растворяется в 
подобном». При классификации их используется понятие полярности. Существуют таблицы, в кото- 
рых содержатся данные по полярности различных неподвижных фаз. Среди неполярных наиболее 
употребимы - Апиезоны Г, М, М, полисилоксаны 5Е-30, ОУ-17, ОУ-101 итд. Самыми распростра- 
ненными полярными фазами являются Карбовакс 20М (полиэтиленгликоль с мол. весом 20000) и 
ХЕ-60 (цианоэтилсилоксан). К фазам средней полярности относятся ОУ-17 (фенилметилсилоксан). 
В качестве твердых носителей используются инертные вещества с развитой поверхностью, но ма- 
лой пористостью, чтобы, по возможности, исключить адсорбцию газа на поверхности. Наибольшее 
распространение получили носители на основе кизельгура и диатомита. В аналитической токсико- 
логии широко используются наполненные стеклянные и металлические колонки. 

Существенно повышается эффективность разделения в капиллярной ГЖХ. При этом в ка- 
честве колонки используется капилляр с внутренним диаметром 0,1-0,5 мм и длиной несколько 
десятков метров. Жидкая фаза наносится на стенки капилляра, которые играют в данном случае 
роль твердого носителя. В капиллярной ГЖХ значительно уменьшается объем вводимой пробы, 
что требует специальных способов пробоподготовки и введения пробы (деление потока). 

Детектирование столь малых количеств требует применения высокочувствительных детекто- 
ров. К детекторам низкой чувствительности относят все типы детекторов по теплопроводности 
(ДТП). Высокочувствительными считают пламенно-ионизационный (ДИП), термоионный (ДТИ), 
детектор по захвату электронов (ДЭЗ), масс-селективный (МС) и др. Широкий выбор детекторов 
позволяет решать самые разнообразные задачи, стоящие перед аналитической токсикологией. 
Характеристики различных детекторов приведены в таблице 2. 

ГХ является методом качественного и количественного определения. Качественный состав 
пробы может быть установлен с использованием характеристик удерживания - абсолютное, ис- 
правленное, относительное времена удерживания, и индексов удерживания, которые рассчиты- 
вают, имея эталонные стандартные образцы аналогичных веществ. 

Количественный газохроматографический анализ может быть проведен методами абсолют- 
ной калибровки (наиболее точный), внешнего или внутреннего стандарта, используя площади 
или высоты соответствующих хроматографических пиков. 

1.3.3. Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 

Как способ анализа сложных смесей ВЭЖХ появилась не более четверти века тому назад. Хрома- 
тографический процесс происходит между неподвижным твердым адсорбентом и подвижной жид- 
кой фазой. В качестве адсорбентов используют модификации силикагеля. В качестве жидкой фазы 
используют органические растворители и буферные растворы в различных сочетаниях. В зависимос- 
ти от сочетания этих двух факторов различают прямую и обращенно-фазовую жидкостную хрома- 
тографию. Детектирование основано на различных спектральных методах (УФ-, ИК-спектроскопия, 
флуоресценция и т.п.). Наиболее употребимым и доступным является сканирующий УФ-детектор. 
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Таблица 2 Общие характеристики детекторов, 


Селективный 


Универсальный 


Селективный 


Селективный 
Селективный 
Селективный 
Селективный 


Универсальный 
или 
специфичный 


используемых в газовой хроматографии 


Минимальный 


обнаруживае- 
МЫЙ 


уровень 


















Наименование К каким 


веществам 
избирателен 














Ширина 
линейного 

динамического 
диапазона 
















К веществам, 
ионизируемым в 
пламени водоро- 
да в воздухе 


5 пг углерода/сек 








ионизационный 










400 пг/мл 
газа-носителя 





Любые, теплопро- 
водность которых 
отличается от 
характерной для 
газа-носителя 


























К электрофорам, 
находящимся в 
газовой фазе 


0,1 пг хлора/сек 
(в зависимости 


от структуры) 
2 пг углерода/сек 







К веществам, ио- 
низируемым уль- 
трафиолетовым 
светом 






ионизационный 
















0,4 пг азота/сек 
0,2 иг 

фосфора/сек 
0,5 пг хлора/сек 
2 пг серы/сек 
4 пг азота/сек 






К соединениям 
азота, фосфора, к 
гетероциклам 













К галогенам, со- 
единениям азота 
и серы 









20 пг серы/сек 
0,9 пг 
фосфора/сек 
От 10 пг до 10 нг 
(в зависимости 
от настройки на 
специфические 
ионы при скани- 
ровании) 






К соединениям 
фосфора и серы 















Подстройка под 
любой тип ве- 
ществ 
















Подстройка под | От0,1 пг до 1 нг 
любой элемент (в зависимости 
от типа элемента) 


Универсальный 


или 
специфичный 


Селективный 











Клюбым 0,1 - 1,0 пг/с серы 
веществам, 
содержащим 


серу 





фото- 
люминесцентный 
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Нерассматривая основы теории ВЭЖХ, подробно изложенныев ряде монографий и статей [5,38, 57], и опросы 
мы остановимся на вопросах использования ВЭЖХ в токсикологическом анализе. в 
Метод широко применяется во всех областях химии, в том числе в аналитической токсиколо- ами о ы 
гии, причем развитие метода в медицине шло по пути создания анализаторов. Более 10 лет назад ция» 
фирмой Вю-Ва4 (США), были предложены автоматические анализаторы для ВЭЖХ определения 0.2. Ж 
трициклических антидепрессантов и бензодиазепинов, затем автоматическая система токсиколо- ко 
гического анализа ВЕМЕПГ для одновременного скрининга более 760 лекарственных препаратов, р : 
наркотиков и их метаболитов в моче и сыворотке крови (№ гос. регситрации 95/312 от 25.10.95 г.). приеме я 
Прибор оснащен встроенной системой пробоподготовки. Аналитический процесс и идентифи- распреле 
кация полностью автоматизированы, унифицированы, независимы от квалификации оператора. от прирол 
Время анализа 20 мин. Чувствительность определения до 100 нг/мл. Управление прибором про- ра техник 
стое, предусмотрена обширная самодиагностика [6, 23-26, 56, 58, 59]. кислых и: 
Анализ включает удаление белков, изократическое разделение компонентов пробы, анализ ителями; 
спектральных данных, полученных со сканирующего УФ-детектора при двух длинах волн 205 и ‹основн 
и 235 нм. По окончании процесса компьютер анализирует данные и распечатывает результат органичес 
на принтере. Компьютерная программа осуществляет прямой поиск, сравнивая относительные для ГЖХ,. 
времена удерживания, главные максимумы спектра с каждой позицией базы данных, произво- тографич‹ 
дит прямое сравнение спектров и рассчитывает фактор сходства. Все библиотечные позиции с 
близкими к этим параметрами неизвестного вещества в пределах граничных условий, составля- 2.3.Т 
ют список кандидатов. Далее проводится обратный поиск, сравнивая нулевые значения второй Этот п 
производной спектра и второстепенные максимумы списка кандидатов с этими же параметрами фракцион 
неизвестного вещества. Кандидаты, удовлетворяющие этим критериям, остаются в списке канди- это вариа1 
датов. Если в списке остается один кандидат, идентификация заканчивается. Если в списке оста- тов взави 
ется более одного или ни одного кандидата, идентификация не производится. Однако аналитик сорбенты 
может использовать компетентный список кандидатов для дальнейшего исследования спривито 
Распечатка результатов анализа включает значение высоты каждого пика в условных единицах. налажен т 
Это позволяет провести количественную оценку каждого компонента, используя факторы пересче- подробно 
та, сведения по разведению образца и высоты соответствующих хроматографических пиков. А е 
2. Пробоподготовка коммерче 
Стадия отбора, хранения и подготовки пробы имеет большое значение для объективности Упариваю 
и чувствительности анализа. Неправильное осуществление ее может повлечь искажение резуль- Для эк 
татов или потерю анализируемого вещества. Объем образца зависит от состояния больного и ПОДГОтОВ 
чувствительности используемого метода исследования. ых че 
Объектами исследования ваналитической токсикологии являются кровь (цельная, сыворотка прибор. 
или плазма) и моча. Для них характерно содержание анализируемых веществ и их метаболитов про а 
В ДОВОЛЬНО низких концентрациях и наличие большого количества «фоновых» эндогенных со- В вк 
единений. Такими фоновыми веществами могут быть небольшие количества пептидов, амино- тю некс 
кислот, сахаров, стероидов, пигментов, их низкомолекулярных продуктов обмена. Целью пробо- КУро 
подготовки является максимально возможное удаление фоновых веществ и концентрирование ат: 
определяемых. Способ ее зависит от природы объекта, анализируемого вещества и используе- 3. ] 
мого метода анализа. в. в 
2.1. Парофазный анализ м ь 
Для анализа веществ с низкими температурами кипения, так называемых «летучих» токси- Род 
кантов (в основном, органических растворителей), используется ГЖХ-анализ в парогазовой фа- ед НОЕ 
зе. При этом в герметично закрытую пробу вводят внутренний стандарт, депротеинизирующие `ТИтехь 
агенты (ТХУ, серная кислота и т.п.) и нагревают. На анализ отбирается газовая фаза. В случае ия позь 
спиртов их предварительно переводят в летучие эфиры - алкилнитриты, которые находятся в Методы 
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газовой фазе при нормальной температуре, и анализируют методом ГЖХ [34]. Подробнее эти 
вопросы рассмотрены далее и в ряде публикаций [9, 11, 15, 37, 49]. 

Для анализа лекарственных, наркотических и других веществ хроматографическими мето- 
дами обычно используется жидкость-жидкостная экстракция, концентрирование, твердофазная 
сорбция, перевод в производные или сочетание этих приемов. 


2.2. Жидкостная экстракция 


Жидкость-жидкостная экстракция остается на сегодняшний день самым распространенным 
приемом выделения лекарственных и наркотических средств из биообъектов. В основе лежит 
распределение вещества между двумя несмешивающимися жидкими фазами, которое зависит 
от природы исследуемого вещества, жидких фаз, значения рН, внешних факторов (температу- 
ра, техника перемешивания и т.п.). Общепринято использование постадийной экстракции при 
кислых и щелочных значениях рН хлороформом, эфиром или другими подходящими раство- 
рителями, что приводит к разделению веществ на 2 большие группы «кислого, нейтрального» 
и «основного» характера. Полученные экстракты упаривают, растворяют в малом количестве 
органического растворителя и используют для анализа методами ТСХ, ГЖХ [7, 43, 36, 37]. Часто 
для ГЖХ, особенно для ГХ-МС используют образцы, которые дополнительно очищают хрома- 
тографически (ТСХ) [2]. 


2.3. Твердофазная экстракция 


Этот подход состоит в адсорбции компонентов пробы на твердом сорбенте с последующим 
фракционным элюированием соответствующими растворителями или их смесями. По сути дела 
это вариант микроколоночной препаративной жидкостной хроматографии. В качестве сорбен- 
тов в зависимости от исследуемого вещества можно использовать нейтральные макропористые 
сорбенты типа Полисорб, ХАД [37], ионнообменные смолы [36], модифицированные силикагели 
с привитой фазой [41, 43, 44, 67]. В настоящее время многими фирмами в России и за рубежом 
налажен промышленный выпуск и поставка готовых «патронов» для твердофазной сорбции с 
подробной инструкцией по их использованию. Твердофазная сорбция обеспечивает лучшую 
очистку от фоновых веществ и концентрирование компонентов пробы, а при использовании 
коммерческих патронов дает выигрыш по времени и воспроизводимости. В дальнейшем элюаты 
упаривают и анализируют выбранным методом. 

Для экспресс-методов, таких как иммунные и цветные реакции, не требуется сложная пробо- 
подготовка. Зачастую она сводится к разбавлению образца или центрифугированию для удаления 
грубых частиц. При использовании автоматического анализатора КЕМЕГ] подготовка проб вне 
прибора: разбавление, центрифугирование, введение внутреннего стандарта. Реальная очистка 
пробы включена в аналитический процесс и подобна твердофазной сорбции [6, 23]. 

В некоторых частных случаях» например, когда с мочой выводятся вещества в виде эфиров 
требуется гидролиз [4, 7, 43, 61, 63, 65]. Подробнее о пробоподготовке можно 


(глюкуронидов), 
‘носящихся к конкретным группам веществ. 


прочитать в статьях и разделах, от 
3. Методики по отдельным группам токсичных веществ 


3.1. Спирты, их суррогаты, промышленные хлорорганические 


ты, технические жидкости 

Основным наиболее специфичным, широко используемым методом определения растворите- 
лей и технических жидкостей в различных биологических объектах является газовая хроматогра- 
фия: позволяющая сочетать индентификацию и количественную О Газохроматографические 
мелом обладают ценными преимуществами, особенно для целей клинической токсикологии, — 
точностью» экспрессностью, простотой выполнения, универсальностью. В одной и той же пробе 
малого объема удается определить сразу несколько соединений. 


продук 
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Официальным методом для анализа промышленных хлорорганических соединений и других 
летучих растворителей является метод парогазового анализа. 

Для определения этанола и других алифатических спиртов используется пробоподготовка, 
с переведением в летучие соединения: для спиртов - алкилнитриты [34], для этиленгликоля - 
в фенилборонатный эфир [60]. Для извлечения нелетучих гликолей применяются специальные 
методики [1, 12]. 

В ряде работ используется прямой ввод депротеинизированных биопроб в хроматографи- 
ческую колонку [3, 13]. В условиях работы лабораторий клинической токсикологии этот подход 
наиболее интересен, так как обеспечивает экспрессность анализа. Негативной стороной прямого 
ввода являются снижение чувствительности анализа, оседание сопутствующих веществ мочи и 
плазмы на колонках и устройствах ввода, спекание биологической пробы в игле при шприцевом 
вводе. Чтобы устранить эти недостатки применяются предколонки с адсорбентами или инжек- 
торы с программированием температуры ввода. 

Большинство методик определения летучих растворителей и гликолей предполагает детекти- 
рование по ионизации пламени (ДИП). При анализе спиртов С1-С5 в виде алкилнитритов исполь- 
зуется детектор по теплопроводности - катарометр [34]. Для обнаружения следовых количеств 
хлорсодержащих соединений применяется детектор электронного захвата (ДЭЗ), селективный к 
хлору и другим галогенам [17]. Малые размеры молекулы четыреххлористого углерода обуслов- 
ливают недостаточную чувствительность к нему ДИП. Поскольку отравления этим соединением 
происходят в основном ингаляционным путем и уровень концентраций в биожидкостях низок, 
необходимо использование ДЭЗ, селективного к хлору [17]. Используются как набивные, так и 
капиллярные хроматографические колонки [10, 11, 49]. 

При выборе неподвижной жидкой фазы руководствуются следующими принципами: определе- 
ние ведут на 2-х колонках различной полярности; канализируемым веществам неподвижные фазы 
подбираются соответствующей полярности [9, 11].Учитывается также их доступность и экономич- 
ность. В основном это полиэтиленгликоли и их производные различной степени полимеризации и 
различных фирм-производителей - ПЭГ1500, ПЭГ6000, Карбовакс 20М, полиэтиленгликоль-адипи- 
нат, ПЭГ-сукцинат и т.п. Предложены и более полярные неподвижные фазы, например, 1,2,3-трис- 
2-цианэтоксипопан. Иногда сочетают нанесение 2-х жидких фаз в определенном соотношении для 
более тонкой градации степени полярности колонки. Не рекомендуется использовать неполярные 
фазы типа сквалана, апиезона, 5Е-30, ОУ-1, ОУ-101 и другие подобные. 

В качестве твердого носителя для жидкой фазы используют различные пористые материалы: 
сополимеры стирола и дивинилбензола (Полисорб-1, Поропаки и др.); графитированная сажа - 
Карбопак; природные пористые материалы - кизельгур, хромосорб, инзенский кирпич. Главным 
требованием к ним является инертность по отношению к анализируемым веществам и жидкой 
фазе. Для повышения инертности можно использовать силанизированные или специально обра- 
ботанные носители. 

Возможно проведение газохроматографического анализа в режиме газоадсорбционной хро- 
матографии. В качестве адсорбента используют рассмотренные выше неполярные или малопо- 
лярные полимеры - Поропак О, Р, Сепарон ВР, $РА, Полисорб-1, Тенакс, Хромосорб НР. 

При анализе одного вещества или группы родственных соединений с близкими температурами 
кипения используют изотермический режим. Причем, если вещества хорошо летучи, температура 
ввода и колонки невысока. При анализе малолетучих соединений типа гликолей температура должна 
быть выше. Если в пробе находятся вещества, различные по физико-химическим параметрам, и сто- 
ит задача определения их всех, а также для улучшения разделения и хроматографического поведения 
анализируемых веществ и ускорения анализа рекомендуется программирование температуры. 

Для экспертизы алкогольного опьянения используются пробы на алкоголь в выдыхаемом 
воздухе, основанные на окислении его перманганатом калия или хромовым ангидридом в при- 
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сутствии концен трированной серной кислоты. Результат оценивается по количеству восстанов- 
ленного окислителя. Содержание алкоголя в крови рассчитывают через коэффициент пересчета. 
Метод не специфичен, т.к. окислению подвергаются другие спирты, другие вещества [28]. 

Для обнаружения спиртов предлагаются биохимические методы, основанные на энзимати- 
ческом окислении спиртов алкогольдегидрогеназой. Регистрируется восстановленная форма 
НАД.Н2, образованием которой сопровождается процесс окисления. В реакцию вступают и дру- 
тие спирты, окисляемые алкоголь-дегидрогеназой. Использование иммуноферментного метода 
определения этанола в различном аппаратурном оформлении (тест-полоски или стационарный 


анализатор), основанного на той же биохимической реакции, позволило достичь большей спе- 
цифичности и чувствительности [47]. 


3.2. Лекарственные средства 


3.2.1. Барбитураты 

Производные барбитуровой кислоты - группа лекарственных веществ, оказывающих тор- 
мозящее действие на центральную нервную систему, используются в качестве успокоительных, 
снотворных, противосудорожных и средств для наркоза, Фармакологически барбитураты харак- 
теризуются быстрой всасываемостью из желудочно-кишечного тракта, причем натриевые соли 
всасываются быстрее, чем свободные кислоты. Разные барбитураты обладают различной про- 
должительностью действия, что связано с различной степенью связывания ихс белками плазмы, 
скоростью метаболизма в организме и выделения из него. Щелочное значение рН мочи может 
усилить выведение фенобарбитала и барбитала. В таблице 3 приведены фармакокинетические 
параметры различных представителей этого класса [7,20,33]. 

Для скринингового определения барбитуратов используются иммунные методы, оцениваю- 
щие общее содержание этих соединений (ИФА, РИА, ПФИА и т.д.). Они имеют отрицательное 
токсикологическое значение [7, 43, 47]. 

В рутинном химико-токсикологическом анализе применяется метод комплексного сочетания 
ТСХ и УФ-спектрофотометрии. 

При проведении ТСХ исследуется кислый экстракт биожидкости. Кроме общих систем рас- 
творителей используются частные для барбитуратов: бензол-этилацетат (2:1), хлороформ-изо- 
пропанол-аммиак (5:5:1), атакже некоторые другие [7, 15,20, 36, 37]. Классический реагент для 
проявления - сульфат ртути в серной кислоте и дифенилкарбазон. Образующееся сине-фиоле- 
товое окрашивание пятен, по В, совпадающих со стандартами, свидетельствует о присутствии 
барбитуратов. 

Количественное определение производных барбитуровой кислоты основано на измерении 
разности оптической плотности щелочного раствора барбитурата (в боратном буфере) при двух 

значениях РН среды: РН 13 ирНн 10 при длине волны 260 нм 15. 37} 

ГЖХ-определение производных барбитуровой кислоты проводится на жидких фазах типа 5Е- 
30 или ОУ-17,но обычно осложняется адсорбцией барбитуратов на твердом носителе. Для преодо- 
ления этого предлагается подвергать носитель кислотной инактивации, использовать носители 
градации Д А или проводить алкилирование барбитуратов. Используют ступенчатый температур- 
ный режим колонки 180° С, 200° С для барбитала, барбамила, нембутала, 230° С для фенобарбитала 
или другие варианты программирования. Испаритель работает при температуре 250° С. Детектор 
пламенно-ионизационный или азотно-фосфорный. Для подготовки пробы в образец вводили 
0,25 М серную кислоту, столько же очищенного хлороформа, встряхивали, центрифугировали 
при 8000 об/мин. На анализ отбирали 1-5 мкл хлороформного извлечения [7,20, 43]. 

ГХ-МС проводят в элюатах с ТСХ-пластин по нативным соединениям или их производным. 
Хроматографические условия общие, как для других лекарственных соединений [43, 45, 54]. 

Для анализа барбитуратов может быть использован метод ВЭЖХ. Используется колонка с об- 
ращенно-фазовым сорбентом типа С18. Подвижная фаза: смесь ацетонитрил-дистиллированная 
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Таблица 3. Фармакокинетические параметры барбитуратов 


терапевтическая | токсическая летальная 
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М-глюкуронид 
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1% - в неизмененном виде, 
37% - 3-гидрокси-, 
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Приложение 3 
вода (35 :65) или 0,05 М водный дву 


замещенный фосф 

ни ат аммония - м 
рование в УФ-свете при 220 нм или 240 нм. Подготовка пробы к 
белков 40%-ной перхлоруксусной ки 


ной плазмы [20] или экстракцию хлорофор 


етанол (60 : 40). Детекти- 


мом, смесью хло 
упаривание и растворение в подвижной жидкой фазе [7] 
3.2.2. Бензодиазепины 


Бензодиазепины -— 


роформ-изопропанол или эфиром, 


группа транквилизаторов высокой активности с широким терапевтическим 
действием и относительно малой токсичностью. Она насчитывает около 100 наименований оте- 
чественных и импортных лекарственных препаратов, и каждый год пополняется за счет синтеза 
новых соединений подобной структуры. Относительная доступность делает ихчастой причиной 
злоупотребления и передозировок. Все они имеют сходную структуру 1,4-бензодиазепина с раз- 
личными заместителями, при гидролизе дают бензофеноны, на чем и основывается их анализ. 

Бензодиазепины легко всасываются из желудочно-кишечного тракта, максимальное количес- 
тво в крови обнаруживается спустя 1-3 ч. Связывание с белками плазмы высокое (до 98% у диа- 
зепама). Депонируются в жировой ткани с последующим постепенным высвобождением в кровь, 
в связи с чем имеют довольно долгий период полувыведения (до 98 ч у диазепама). Выделяются 
преимущественно с мочой (свыше 60% дозы), остальная через пищеварительный тракт. Метабо- 
лизм производных бензодиазепина проходит в печени по реакциям окисления, деметилирования, 
дезаминирования, гидроксилирования, восстановления и конъюгации с глюкуроновой кислотой. 
Часть первичных метаболитов обладает фармакологической активностью [7, 43, 29]. 

Экспресс-анализ бензодиазепинов проводят иммунными методами, оценивая общее содер- 
жание этих соединений (ИФА, РИА, ПФИАи т.д.) [7, 47]. 

Химический анализ бензодиазепинов проводится по двум направлениям: по продуктам окис- 
ления и гидролиза — бензофенонам и по нативным веществам и метаболитам. Первое зеленеет 
[4, 15, 37, 67] обеспечивает оценку суммарного количества бензодиазепинов и метаболитов без 


разделения на индивидуальные вещества. Оно предусматривает кислотный гидролиз биообъекта 


(6нНС1 при 140° С в течение 60 мин), экстракцию образующихся аминобензофенонов (РН 6-8, 


ами. 
тептаном) и анализ экстрактов. Анализ проводят хроматографическими метод 


й— ‚ Обнаружение по собственной желтой окраске 
Не ое м кат Е. 5 флуоресценции и реакции Браттона- 
малых к 
и флуоресценции в УФ-свете (при аммы можно 
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акживыы жено проводить колориметрически по окрашенным продуктам р. 
деление предло: 


4]. 
вания азокрасителя © бензофеноном ыы 
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дивидуальные вещества и их метаболиты- 


бензодиазепино 
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телями прир [7,68]. 


более информативное, позволяет обнаруживать ин- 
Оно включает экстракцию органическими раствори- 
в из биообъекта и последующий анализ хрома- 


-метанол 

тографическими метолаи, системы и несколько частных например, хлороформ 
Для ТСХ предложены общие 0:5, метанол. Обнаружение можно проводить реагентами, 
ей дить гидролиз на пластинке и обнаружи- 


а. 
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дающими р: но В, будут, каку 


ся общая система: непод- 

вать по бензофенонам» оизводНых бензодиазепина использует Ц анны ет 
Для ГЖХ-обнаружения пр 17, температура колонки 230° С (для феназепа р: 

вижная фаза типа $Е-30 или ОУ-` > ый или электроннозахватный. Возможны осложнения в 
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250° С), детектор мен абильностью бензодиазепинов и их волор Е я 
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ГХ-МС проводят в элюатах с ТСХ-пластин по нативным соединениям или их производными, 


Хроматографические условия общие, как для других лекарственных соединений [3,41, 43]. 

Возможен ВЭЖХ-анализ производных бензодиазепина по нативным веществам или продуктам 
гидролиза. Используется колонка с обращенно-фазовым сорбентом типа С18. Подвижная фаза: 
смесь ацетонитрила - 0,05 М водного двузамещенного фосфата аммония 35:65 (для нативных) 
и 55 : 45 (для бензофенонов). Детектирование в УФ-свете при 230-220 нм [7, 43]. 

С 1997 г. фирмой Вю-Ва4 (США) предлагается специальный набор реагентов, колонок и про- 
грамма определения бензодиазепинов в моче на стандартном ВЭЖХ-анализаторе КЕМЕП Н$ 
этой фирмы. Для определения в этой системе общей концентрации в набор входят реагенты для 
ферментного гидролиза глюкуронидов. Процесс проводится автоматически [56]. 

3.2.3. Фенотиазины 

Группа лекарственных соединений, производных фенотиазина, используется как транквили- 
заторы, антидепрессанты, антигистаминные средства. Наиболее известные представители этой 
группы: аминазин (хлорпромазин), пропазин (промазин), левомепразин {тизерцин), метеразин 

(прохлорперазин), тиоридазин, хлорпротиксен, трифтазин и др. 

Производные фенотиазина химически очень лабильны и подвергаются в организме активно- 
му метаболизму. Основные метаболитические реакции - сульфоокисление, М-деметилирование, 
гидроксилирование, окисление и конъюгация с глюкуроновой кислотой [33, 43, 29]. 

Для экспресс-определения фенотиазинов в моче используют реакцию с ЕМР-реактивом, который 
состоит из смеси водных хлорида железа, перхлорной кислоты и азотной кислоты (1:9: 10). Появля- 
ющаяся окраска от розового до сине-фиолетового цвета свидетельствует о возможном присутствии 
фенотиазинов или их метаболитов. Возможны ложные реакции - например, имипрамин (трицик- 
лический антидепрессант) дает зеленое окрашивание, а сонопакс не дает окраски [15, 29, 43]. 

Дальнейшие исследования осуществляют методами ТСХ, ГЖХ, ВЭЖХ, ГХ-МС. При подготов- 
ке проб мочи и крови к анализу проводят гидролиз или без гидролиза, затем извлечение смесью 
гептана с 3% изопентанола. Для ТСХ используют системы: бензол-диоксан-25%-ный аммиак 
(60:35 :5) и этилацетат-ацетон-25%-ный аммиак в этаноле (50 : 45 : 4), или общие для основ- 
ных веществ системы: толуол-ацетон-этанол-25%-ный аммиак (45 : 45 : 7,5 : 2,5) и диоксан-хло- 
роформ-ацетон-25%-ный аммиак (47,5 :45:5:2,5). Детектирование проводят опрыскиванием 
пластин этанольным раствором концентрированной серной кислоты или реактивом Марки. Все 
фенотиазины дают красное или темно-красное окрашивание кроме левомепразина, дающего го- 
лубой цвет. Количественное определение предлагается делать фотометрически по интенсивности 
окраски производного фенотиазина с метилоранжем [15, 35-37, 43]. 

Для ГЖХ-анализа используют тот же экстракт и следующие условия: неподвижная жидкая 
фаза типа 5Е-30 или ОУ-17, температура колонки - изотерма 230° С или программирование от 
130 до 290° С, со скоростью 20 °/мин, температура испарителя 250° С. Детектор ДИП или азотно- 
фосфорный, или термоионный [7, 43]. 

Можно проводить анализ ГХ-МС в элюатах с ТСХ-пластин по нативным соединениям или 
по ацетилзамещенным производным. Хроматографические условия подобны указанным выше. 
Предпочтительно использование капиллярных колонок, которое повышает эффективность И 
чувствительность определения [43]. В масс-спектрах многих представителей этого класса базо- 
вым является пик 58 (56) или другой, соответствующий углеводородной цепи-заместителю в 10 
положении. Ион 199, соответствующий трициклической фенотиазиновой структуре обычно 
имеет слабую интенсивность. 

Возможен ВЭЖХ-анализ производных фенотиазина в моче и сыворотке крови с использова" 
нием автоматического анализатора КЕМЕР Н$ фирмы В1юо-Ва4. Определяются активные кон- 
центрации самого вещества, а также соответствующего сульфоксида и некоторых других мета- 
болитов. Чувствительность определения 0,1 мкг/мл [6,23]. 
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3.2.4. Трициклические антидепрессанты 

К группе трициклических антидепрессантов относятся амитриптилин, имизин, их соответс- 
твующие М-дезметильные аналоги нортриптилин и дезипрамин. М-дезметильные соединения 
образуются как метаболиты при передозировке и отравлениях и обладают самостоятельной фар- 
макологической активностью. Фармакологические и токсикологические параметры этих соеди- 
нений представлены в таблице 4. Использованы сведения из работ (7, 22, 33, 43, 66, 69]. 

В повседневном анализе химико-токсикологических лабораторий используется методика ка- 
чественного обнаружения амитриптилина в моче методом ТСХ. Экстракция из мочи проводит- 
ся в рамках скрининговых исследований при РН 10,5-11 хлороформом или эфиром. Упаренный 
экстракт наносят на пластинку и проводят хроматографирование в системах: этилацетат-аце- 
тон-этанольный аммиак (50 : 45 : 5), бензол-диоксан-аммиак (60 : 35 : 5) или других подобных. 
Проявляют капельно концентрированной серной кислотой - оранжево-кирпичная окраска. Чувс- 
твительность 0,1 мкг в пятне [7, 32]. 

Количественное определение амитриптилина и нортриптилина проводят экстракционно-фо- 
тометрическим методом по комплексу с бромфеноловым синим после экстракционной и хрома- 
тографической очистки. Определяется сумма веществ. Чувствительность 1 мкг/мл, что рассчитано 
на определение фатальных, а не токсических концентраций [32]. 

Для экспресс-диагностики антидепрессантов в крови и моче используется иммунохимичес- 
кая методика ЕМИТ. Метод качественный и полуколичественный. Легкий в исполнении, быстрый. 
Чувствительность 0,01 мкг/мл. Система ЕМТ позволяет определять передозировку препаратов, 
что очень важно для тех лекарств, чьи терапевтические и токсические концентрации очень близ- 
ки [47, 58]. 

Используется также ПФИА-анализатор фирмы Эббот. Фирма выпускает наборы для коли- 
чественного определения суммы трициклических антидепрессантов. Чувствительность также 
0,01 мкг/мл [43, 58]. 

Для дифференциальной диагностики изучения фармако- и токсикокинетики используются 


ГЖХ и ВЭЖХ. 

Трициклические антидепрессанты определяются ГЖХ с ПИД в виде свободных оснований. 
Предел измерения 1 мкг/мл. Для определения токсических концентраций в крови требуется боль- 
шая чувствительность, что достигается переведением веществ в трифторацетатные производные. 
Чувствительность 0,2 мкг/мл [22]. Могут быть использованы селективные детекторы - термоион- 
ный и масс-селективный, которые обеспечивают повышение чувствительности (до 0,1 мкг/мл) 
даже при анализе свободных оснований [7,46]. 

В анализе трициклических антидепрессантов широко используется ВЭЖХ. Аппаратурно это 
может быть оформлено как хроматограф или автоматический анализатор [36, 58]. В рутинном 
анализе используется автоматический анализатор КЕМЕП! Н$ фирмы Вю-Ка4, который позво- 
ляет в скрининговом режиме определять многие антидепрессанты и их метаболиты с высокой 
разрешающей способностью (даже терапевтические уровни) [26, 58]. 

3.2.5. Антигистаминные препараты 

К этой группе лекарственных средств относятся препараты, блокирующие Н1-гистамино- 
вые рецепторы, такие как димедрол, супрастин, тавегил, дипразин, диазолин и др. Наиболее 
типичным представителем является димедрол -— дифенилгидрамин. Он довольно легко вса- 
сывается при приеме внутрь (биодоступность 50%), связывание с белками плазмы 72-98%, 

время полупребывания в крови 3-10 ч. Основные пути метаболизма: №-дезалкилирование, 
окислительное дезаминирование, конъюгация. Лишь 2-4% дозы выводится в неизмененном 


виде с мочой [29, 33, 43]. 
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Таблица 4. Фармакокинетические параметры трициклических антидепрессантов 


[о 
. р кии % ри ОЕ, Е: 
белками выведение 


полувыведения 
10,11-Оксинортриптилин, 


вещества с мочой из плазмы, ч терапевтическая | токсическая | летальная 
Нортриптилин 
0.8-5.0% 


Нортриптилин, М-оксид, 0,046-0,168- 
10,11-оксинортриптилин, 0,427 
Дезимипрамин, 
Е 76-95 2-оксиимизин, 
8-оксидезимипрамин, 
М№-оксид, 1-3% 


10,11-оксиамитриптилин 02,-5% 0,27-5,0 
Название 


вещества 














Название 
вещества 


























0,035-0,092- 
0,202 


















0,55-3,3-16,7 







0,045-0,186- 
0,253 















0,5-0,8-1,2 |100-10,78-13,26 












0,009-0,035- 
0,126 






0,1-0,41-3,2 | 0,85-4,52-13,1 








8-Оксидезимипрамин, 
2-оксидезимипрамин, 5% 





0,011-0,032-0,11 





3,8-10,0-16,8 












Метаболиты, % 
выведение 
вещества с мочой 


60-90 ' . 


% связ. с 
белками 

















полувыведения 
из плазмы, ч 








9126245 хлаяогнпиоб п эохишохаден эпнаиэрадио эохээавищиивни-охпипХхХ 








о 








Приложение 3 


Анализ на дифенилгидрамин проводится после экстракции во фракции веществ основного 
характера. ТСХ проводят в общих системах, например, бензол-диоксан-аммиак (60 : 35 : 5), про- 
являют капельно концентрированной серной кислотой - лимонно-желтое окрашивание [15]. 

Для ГЖХ-анализа используют тот же экстракт и следующие условия: неподвижная жидкая 
фаза типа 5Е-30 или ОУ-17, температура колонки: изотерма 230° С или программирование от 
130 до 290° С, при скорости нагрева 20 °/мин, температуре испарителя 250° С. Детектор ПИД или 
термоионный [7, 43]. 

3.2.6. Сердечные гликозиды 


Дигоксин, дигитоксин и другие кардиотоксические гликозиды содержатся в растениях рода 


наперстянки и применяются как антиаритмические средства. Их фармакокинетические пара- 
метры приведены в таблице 5. 


Эти соединения имеют высокую молекулярную массу, лабильны, уровни терапевтичес- 
ких и токсических концентраций очень низкие, в связи с чем определение их, особенно в 
биожидкостях организма, представляет определенные трудности. ВЭЖХ, ТСХ могут приме- 
няться для анализа сердечных гликозидов в сырье или остатках с места происшествия, но 
не в биожидкостях из-за недостаточной чувствительности. Для анализа гликозидов в моче 


используются иммунохимические методы. С этой целью успешно применяется ПФИА-ана- 
лизатор фирмы Эббот. 


3.3. Наркотические средства 

3.3.1. Опиаты [7, 43, 44, 61, 65] 

Копиатам относятся продукты, выделяемые из опийного мака (опий, соломка и др.), индиви- 
дуальные алкалоиды (морфин, кодеин, др.) и полусинтетические продукты на основе морфина 
(героин, дионин и др.) Морфин - основной алкалоид, обусловливающий наркотическое действие 
этих продуктов. Опий в зависимости от региона произрастания и способа приготовления содер- 
жит 4-21% морфина, соломка - около 5%. Морфин может быть различной степени очистки и, 
выделенный из растительного сырья, обязательно содержит примесь кодеина. Наиболее часто 
в последнее время употребляется героин - продукт ацетилирования морфина. В зависимости 
от исходного сырья и очистки героин может содержать наряду с диацетилморфином (ДАМ) - 
30-90%, моно-ацетилморфин (МАМ) - 2-6%, ацетилкодеин 2-5%, наркотин, папаверин и др. 
Кроме того, «уличный героин» обычно содержит неопиоидные вещества - наполнители и моди- 
фикаторы наркотического действия. 

Попадая в организм, опиаты метаболизируются. Основной путь метаболизма для морфина — 
образование конъюгатов с тлюкуроновой кислотой. Около 70% дозы выводится с мочой в виде 
глюкуронидов.2-12% дозы выводится в виде свободного морфина, 1% - свободного норморфи- 
наи 3% - глюкуронида норморфина. За 8 ч выводится до 80% принятой дозы, за 24 ч - 60-90%, 
следы определяются в моче до 72 ч. Кодеин не может быть метаболитом морфина, и его обнару- 
жение свидетельствует о присутствии его в исходном принятом средстве или о приеме самого 
кодеина. Тогда морфин является его метаболитом. 

ДАМ имеет время полужизни в плазме 3-9 мин, превращаясь в 6- или 3-МАМ и далее в 
морфин. МАМ и морфин, в свою очередь, могут связываться с глюкуроновой кислотой и вы- 
водиться в таком виде. При выведении в моче обнаруживается от дозы: 0,05-0,5% ДАМ, 1-1,7% 
6-МАМ, 50-60% морфина глюкуронида, 5-7% свободного морфина и 2,8-4% общего нормор- 
фина. Обнаружение в анализируемой пробе 6-МАМ вместе с морфином свидетельствует о А 
приеме героина. 

Все вышесказанное следует учитывать при проведении анализа образцов на наличие опиатов. 
Чтобы обнаружить общее количество морфина, кодеина, МАМ, для расщепления глюкуронидов 
следует проводить ферментный или кислотный гидролиз. 
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Кислотный гидролиз проводят концентрированной соляной кислотой на кипящей водяной 
бане 30 мин. После охлаждения добавляют 1,5 М карбонатный буфер и 0,1 М гидроксид натрия 
(итоговая рН 9-9,5). 

Экстракцию проводят смесью растворителей: хлороформ-изопропанол 9 : | или 3 : 1, или хло- 
роформ-бутанол 9 : 1, метиленхлорид-изопропанол 7 : 3, для героина - этилацетат. ВОЗ рекомен- 
дована система толуол-гептан-изоамиловый спирт 7:2: 1. Возможно использование патронов 
для твердофазной экстракции типа Воип4 Ета с фазой С18. Для обработки плазмы и сыворотки 
предлагается высаливание насыщением сульфатом натрия или карбонатом калия с последующей 
экстракцией эфиром. 

Анализ методом ТСХ проводят в системах : 

а) толуол-ацетон-этанол-аммиак 45 : 45:7 :3; В, морфина 19, кодеина 40; 

6) этилацетат-метанол-аммиак 85 : 10:5; В, морфина 20, кодеина 35. 

Проявление пластинок осуществляют реактивом Драгендорфа - неизбирательно окрашива- 
ются соединения с третичным азотом, или реактивом Марки, который наносят капельно в зону 
пятна. Опиаты дают черное или фиолетовое окрашивание. 

Опиаты можно определять методом ВЭЖХ с УФ-детектированием. Предлагаются два режима. 
1) Колонка прямофазная типа Лихросорб. Подвижная фаза ацетонитрил-метанол (75:25) с добав- 
лением 0,04 частей раствора концентрированный аммиак-метанол (1:2) и 0,216 частей раствора 
ледяная уксусная кислота-метанол (1:1). Скорость подвижной фазы 1,3 мл/мин. Детектирование 
УФ при 218 нм [7].2) Колонка обращенно-фазная С18. Подвижная фаза - ацетонитрил - буфер 
(0.2М перхлорат натрия с 0,005 М цитрат натрия) 1:9. Скорость подвижной фазы 1,9 мл/мин. Де- 
тектирование электрохимическое [65]. 

Все вещества опийной группы - морфин, кодеин, диацетилморфин, моноацетилморфин и 
т.д. и их метаболиты одновременно с хорошей надежностью определяются в автоматической 
системе КЕМЕПГ Н$ [6, 23-25, 59]. 

Возможен анализ ГЖХ с ПИД. Среди наполненных колонок используются в основном колон- 
ки с неполярными неподвижными фазами $Е-30,ОУ-1, ОУ-17. Температура колонки 230° С, ин- 
жектора и детектора 275° С. Газ-носитель - азот 70 мл/мин [7, 43, 53]. Для капиллярных колонок 
условия очень различны. Перед ГЖХ-анализом обязательно проводят в производные для улуч- 
шения хроматографических свойств анализируемых веществ. 

Часто при анализе используется сочетание ГЖХ с масс-селективным детектированием. Хрома- 
тографические условия остаются прежними или изменяются, часто используется программирование 
температуры колонки. Масс-спектры получают при сканировании масс 50-500 абс. ед. массы при 
регистрации избранных ионов, ионизации электронным ударом [7, 42-44, 51, 52, 61,65]. 

При скрининге биожидкостей на наличие опиатов используются иммунные методы. Они не 
требуют предварительного гидролиза, т.к. с их помощью определяются и свободные морфин, ко- 
деин ит.д., и их конъюгаты с глюкуроновой кислотой. Определяется сумма опиатов из-за груп- 
повой специфичности метода [7, 47, 70]. 

3.3.2. Каннабиноиды [7, 63, 43] 

В эту группу наркотических средств входят препараты из различных частей конопли. Наиболее 
распространенные - марихуана, гашиш, гашишное масло и др., отличающиеся друг от друга степе- 
нью очистки, количеством и качественным составом алкалоидов. Основной компонент, обладаю- 
щий наркотическим действием - Л-тетрагидроканнабинол (Д?-ТГК). Уровень Д°-ТГК в марихуане 
0,5-5%, в гашише 2-10%, в гашишном масле 10-30%. 

При курении каннабиноиды быстро всасываются, причем повышается содержание активных 
компонентов - Д?-ТГК и каннабинола. Уровень их в крови быстро повышается и затем снижает- 
ся из-за активного метаболизма и частичного депонирования печенью и другими тканями. При 
пероральном введении всасывание замедлено, и максимум концентрации в крови наблюдается 
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через 2-3 ч. Степень абсорбции 4°-ТГК при курении и пероральном введении индивидуальна и 
составляет соответственно 2-56 и 6-20%. 

Метаболизм происходит в основном в печени и достаточно активно. Первичный метаболит - 
11-гидроксиА?-ТГК - более активен, чем исходное вещество. Также активен 85-гидроксил?-ТГК. 
Основной неактивный метаболит - 11-норкарбокси-Д?-ТГК(А?-ТГК-кислота) и ее тлюкурониды. 

Для А?-ТГК примерно 80-90% дозы выводится за 5 дней, причем около 20% с мочой и остальное 
с калом. С мочой каннабиноиды выводятся в виде метаболитов, основным из которых является 
А3-ТГК-кислота, на 80% связанная с глюкуроновой и серной кислотами. 

Анализ каннабиноидов представляет определенные трудности вследствие их высокой липорас- 
творимости и низких концентраций в исследуемых биожидкостях - крови и моче. Поэтому часто 
употребление доказывается обнаружением их в смывах рук и полости рта курильщиков [7, 14]. 

ТСХ используется обычно для анализа спиртовых смывов рук и полости рта. Каннабиноиды 
экстрагируют этилацетатом, гексаном или петролейным эфиром. Экстракт упаривают и исполь- 
зуют для цветных экспресс-реакций и для ТСХ анализа. Хроматографию в системе петролейный 
эфир-диэтиловый эфир (4 : 1) проводят двукратно. Для обнаружения опрыскивают пластинку 
0,5%-ным раствором Прочного синего Б или ББ в 10% карбоната натрия. В, каннабинола - 0,76, 
А-ТГК - 0,84. Цветной тест может быть использован для смывов и образца вещества. Образец по- 

мещают в пробирку, смешивают с реактивом, состоящим из соли Прочного синего Б с сульфитом 
натрия, добавляют 25 капель хлороформа, а затем 25 капель 0,1 М раствора гидроксида натрия. 
Пурпурно-красное окрашивание хлороформного слоя указывает на положительный результат. 

Наиболее простым и чувствительным методом обнаружения каннабиноидов в биожидкос- 
тях являются иммунохимические методы, которые детектируют и свободный Д?-ТГК, и мета- 
болиты. У хронических наркоманов в моче иммуноферментным методом определяется более 
20 нг/мл в течение месяца, а у «легких» потребителей - в среднем 13 дней [7, 47, 63, 70]. 

Как подтверждающие используют более селективные методы (ГЖХ, ГХ-МС). При подготовки 
пробы мочи к анализу этими методами необходимо проводить щелочной гидролиз конъюгатов 
4-ТГК-кислоты. Образующуюся Д?-ТГК-кислоту экстрагируют и после упаривания растворителя 
переводят в метиловый эфир. ГХ-анализ осуществляют в виде эфира. Характерные масс-фраг- 


менты для метилового эфира Д?-ТГК-кислоты п1/? 372, 357, 313. 

При анализе плазмы крови гидролиз не проводят - в остальном анализ проводится так же. 
Определяется как Д?-ТГК-кислота, так и Дэ-ТГК. Характерные масс-фрагменты для Д?-ТГК пз/2 
314, 299, для метил-ДЭ-ТГК 1п/2 328, 313 [63, 51, 44]. 

3.3.3. Кокаин [7, 29, 43, 62] 

Кокаин - алкалоид, получаемый из сухих листьев растений рода Егутохуюп или синтетичес- 
ки из экгонина. Гидрохлорид кокаина - эффективный местный анестетик. Системно оказывает 
возбуждающее стимулирующее действие. Минимальная летальная доза для взрослых составляет 
1-2 г, наркоманы могут переносить большие дозы. | ` 

Злоупотребление происходит путем инъекции или ингаляций, пероральный прием оказывает 
более слабое действие за счет гидролиза в желудочно-кишечном тракте. Кокаин в виде свободного 
основания (крек) быстро адсорбируется через слизистые при вдыхании или курении. 

Основныеметаболинькокаинаетбензеильктонин экхонини ето меситовый эфир - неак- 

тивны, норкокаин - активный метаболит образуется в малых олиНестВах и неустойчив, дру- 
гие метаболиты — метилэкгонил, этилэкгонин» гидроксикокаин. С мочой выводится примерно 
1-9% внутривенной дозы в виде кокаина, 35-55% в виде бензоилэкгонина. Уменьшение рН мочи 
способствует выведению нативного вещества. Объем распределения кокаина - 1-3 л/кг, клиренс — 
10-30 мл/мин/кг, период полувыведения - 0,7-1,5 ч.Кокаин продолжает активно метаболизиро- 
ваться в отобранной пробе мочи, поэтому в пробу для анализа ее: консервант - фторид 
натрия. Обнаружение метаболитов кокаина указывает на употребление кокаина. 
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ля скринингового анализа на кокаин (бензоилэкгонин) используют иммунные методы [62, 
7, 47, 70], ТСХ [7, 43, 57, 62], автоматизированный ВЭЖХ анализатор (КЕМЕПИ [59, 6, 23], Под- 
тверждающие методы: ГЖХ, ГХ-МС [7, 43, 62, 44]. 

Экстракцию из мочи проводят при рН 9-10. ГХ-анализ проводят по нативным веществам или 
метиловым эфирам. Характерные масс-фрагменты для кокаина и метилэкгонина: 11/2 303, 182, 
82, для бензоилэкгонина: п1/2 421, 300. 

3.3.4. Фенилалкиламины [64, 7, 43, 44] 

Фенилалкиламины - стимуляторы нервной системы, симпатомиметики. К ним относятся 
эфедрин, эфедрон, метамфетамин, амфетамин и др. Длительность действия их примерно 4-6 ч. 
Все вещества этой группы быстро всасываются в желудочно-кишечном тракте после перораль- 
ного введения. Максимальная концентрация в крови через 2 ч. Выводится с мочой за сутки 70- 
90% вещества. 

Значение рн влияет на метаболизм и период полувыведения из плазмы. Кислые значения спо- 
собствуют выведению вещества в нативном состоянии, период полувыведения удлиняется. При 
щелочном значении рН увеличивается доля метаболитов, а время полувыведения снижается. 

Эфедрон выделяется на 20-30% в неизмененном виде в течение 12-16 ч, 50-60% в виде 
основного метаболита - эфедрина, который обнаруживается в моче до 36 ч после приема, 
остальные метаболиты - норэфедрин и другие не установленного строения. Эфедрин в не- 
измененном виде выделяется на 55-75%, основные метаболиты: 8-20% норэфедрин,4-13% 
бензойная и гиппуровая кислоты, фенилпропандиол. При щелочном значении РН выведение 
нативного эфедрина снижается до 20-35%, но увеличивается выведение метаболита — норэ- 
федрина. 

При употреблении норэфедрина он выводится практически полностью неизмененным. 
В качестве метаболитов могут присутствовать небольшие количества амфетамина, эфедрина. 
Метамфетамин выводится на 45% в неизмененном виде, 5% - в виде амфетамина, 15% - 4-гид- 
ро-ксиметиламфетамина. 

Амфетамин - экскретируется с мочой на 30% неизмененным. Метаболиты: 16-28% — гиппу- 
ровая кислота, 4% - бензоглюкуронид, 2-4% — 4-гидроксиамфетамин, 2% - норэфедрин. Таким 
образом, обнаружение в моче этих метаболитов может свидетельствовать о приеме соответству- 
ющих наркотиков группы фенилалкиламина. 

Для обнаружения фенилалкиламинов в биожидкостях используются иммунные методы (груп- 
повая специфичность) [47, 64, 70], ТСХ [2, 7, 64], ВЭЖХ [7, 64], ГЖХ [7, 64], ГХ-МС (индивиду- 
альное обнаружение) [2,48]. 

Выделение из мочи осуществляют при РН 11 бензолом. После обезвоживания к экстракту 
добавляется 5%-ный метанольный раствор НС, т.к. вещества данной группы в виде оснований 
летучи и/или легко окисляются. Раствор упаривают. Остаток растворяют в этаноле. 

Для целенаправленного ТСХ-исследования используют системы: метанол-аммиак (49 : 1), 
бензол-диэтиламин-этанол (9 : 1 : 1). Значения К, в последней системе: эфедрон 0,65, эфедрин 
0,41, первитин 0,42. 

Для ГЖХ-анализа используют различные методики: с переводом в производные и без, в изо- 
термическом режиме или с программированием температуры. В качестве детектора можно ис- 
пользовать ПИД, азотно-фосфорный, МСД [7, 43, 64]. 

Одна из предлагаемых методик: Колонка стеклянная, насадочная силанизированная 1 мх3 
мм. Сорбент 10% Карбовакс 1500 на инертоне АМ/-НМО$. Температура испарителя и детектора 
200° С, температура колонки от 130° до 200° С, 15°/мин, конечная температура 12 минут или изо- 
терма 170°С для эфедрона, эфедрина, норэфедрина, и 130°С - для амфетамина и метамфетами- 
на. Предел обнаружения от 0,08 мкг/мл для метамфетамина до 0,50 мкг/мл для эфедрина при 
анализе 10 мл мочи. 
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Приложение 3 


Анализ фенилалкиламинов методом ГХ-МС осложняется тем, что они плохо разделяются и 
имеют сходные масс-спектры. Поэтому рекомендуется проводить перевод в производные и ана- 
лизировать в виде пентафторпропионатов, трифторацетатов и др. [2, 44, 48, 51, 64]. 

ВЭЖХ-анализ предпочтительно проводить на колонках с обращенной фазой типа С18 - Ли- 
хросфер, Партисил, Силасорб, Бондапак. В качестве подвижной фазы используют различные 
смеси растворителей, но обычно применяют сочетание метанол или ацетонитрил-вода-фосфат- 
ный буфер. Детектор - УФ-фотометр для нативных соединений, реже хемилюминисцентный или 
флюоресцентный для соответствующих производных [7, 43, 64]. 

Наавтоматическом ВЭЖХ-анализаторе ВЕМЕЮГ легко определяются основные представители 
группы фенилалкиламинов и их метаболиты [6, 23, 25, 59]. 


3.4. Тяжелые металлы 


Определение токсичных металлов и их соединений органической природы включает 2 этапа: 
перевод металла из связанного с органическим веществом состояния и непосредственно анализ. 
Первый этап - минерализация - для большинства металлов осуществляется путем нагревания 
биообъекта со смесями концентрированных кислот - азотной, серной, хлорной или с пергидро- 
лем, т.н. «влажное озоление». Для ртути проводится деструкция концентрированными серной и 
азотной кислотами в присутствии этанола без полного разрушения органических веществ [31]. 
Дальнейшее исследование раньше проводили ступенчатой системой химических реакций [13], 
но этот метод длителен, трудоемок, требует довольно больших объемов биожидкостей и плохо 
приспособлен для целей клинической токсикологии. 

В настоящее время должен использоваться более современный экспрессный метод атомно- 
адсорбционной спектрофотометрии, позволяющий проводить как качественный, так и количес- 
твенный анализ металлов в исследуемых образцах. Озоленная проба распыляется в высокотем- 
пературном пламени горелки, и снимается ее спектр поглощения. Каждый металл имеет свою 
характерную длину волны поглощения. Интенсивность поглощения коррелирует с концентрацией 
данного элемента в образце. Для определения ртути используется генератор гидридных паров, 
соединенный со спектрофотометром [32]. 

Диагностику отравлений метгемоглобинобразующими ядами проводят не по самим вещес- 
твам, а по клиническому показателю - метгемоглобину в крови [39]. 


3.5. ФОС 
Для определения фосфорорганических соединений (ФОС) в крови (сыворотке, плазме), моче, 
промывных водах, перитональной жидкости разработана скрининговая система газохроматогра- 
фического анализа с селективным термоионным детектором [16].Высокая селективность детектора 
кФОС и малая его чувствительность к соединениям, содержащим азот, позволяют свести очистку 
экстрактов из биологических объектов до минимума и полностью устранить трудоемкую операцию. 
Минимально детектируемое количество (в расчете по мета сортавляс 0,01 мкг/мл.Линейный 
динамический диапазон термоионного детектора составляет 10* от предела детектирования. 
Разработанная система анализа включает изолирование ФОС из биосред н-гексаном, концент- 
рирование и последущее исследование экстрактов на газовом хроматографе, используя ‘известный 
фикации на двух колонках с неподвижными жидкими фазами различной селектив- 
Рин РЗ 30. Качественный анализ проводят с использованием различий относительного 
рее < ФОС, количественный анализ - методом внешнего стандарта. 
ре а а АтВостике отравлений делают упор на анализ неизмененного соеди- 
р Е тот потенциальный резерв, который вызывает токсический эффект. 
ак рт о аанылеьк я производят в виде технических продуктов, то при диффе- 
оскол! 


ной диагностике острых отравлений нужно определять не только нативные соединения, 
ренциаль 
но и их технологические примеси. 
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Отравления ФОС сопровождаются ингибированием холинэстеразы (ХЭ), поэтому важным 
косвенным показателем при отравлениях является определение активности холинэстеразы (АХЭ) 
цельной крови, плазмы, эритроцитов. Наиболее часто используются потенциметрические, фо- 
токолориметрические методы. Метод Хестрина в модификации Эйдельмана [40] основан на ко- 
лориметрии комплекса трехвалентного железа с ацетилгидроксамовой кислотой - продуктом 
реакции ацетилхолина с гидроксиламином. Нормальная АХЭ цельной крови составляет 1,92- 
2,6 мкмоль. В практической работе удобнее пользоваться процентным выражением содержа- 
ния АХЭ у больного к норме. При тяжелых отравлениях ФОС АХЭ цельной крови снижается до 
5-10% от нормы. В легких случаях снижение менее заметно. Первые симптомы интоксикации 
проявляются при снижении АХЭ более чем на 30%. Следует, однако, учитывать индивидуальные 
колебания (+30%) нормальной активности ХЭ цельной крови у людей, что значительно затруд- 
няет диагностическую интерпретацию полученных данных. 


4. Эффективность использования методов 


Эффективность предлагаемых методов химико-токсикологического анализа обеспечивается 
сочетанием чувствительности, селективности и экспрессности используемых методик. 

Чувствительность (пределы обнаружения) анализа различными методами по группам веществ 
приведены ниже в приложении 1 

Экспрессность предлагаемых методик от 5 до 60 мин при качественном обнаружении и до 
180 мин (ГЖХ) - при количественном определении. 
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Приложение 3 


Приложение 1 


Лабораторная диагностика отравлений лекарственными, на 
техническими продуктами у 


ркотическими средствами, 

















Вещества Пробоподготовка Метод анализа 








Барбитураты 





Изолирование, концентрирование 
Изолирование, реэкстракция 


ТСХ 
УФ-спектромет- 


Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, перевод в производные 
Изолирование, реэкстракция 
Депротеинизация, прямой ввод 
Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 






























Бензодиазепи- 
ны 


Изолирование, концентрирование 
Гидролиз, изолирование 
Изолирование, концентрирование 
Гидролиз, изолирование, 
концентрирование 

Гидролиз, изолирование, 
концентрование 

Изолирование перевод в производные 
Гидролиз, изолирован. 

реэкстракция, 

Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 

Прямой анализ 











ГЖХ с ДЭЗ(№63) 
ГЖХ с МРО 










ГЖХ ‹ТАД 












ГЖХ < МСД 
ВЭЖХ с УФ 

















ВЭЖХ(Вю-ВАР 
ЕМИТ буча) 
ПФИА АБЪо! 











хим.тест ЕМР 





Фенотиазины |Прямой анализ пробы 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, перевод в производные 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, перевод в производные 
Депротеинизация, прямой ввод 
Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 









ПФИА АББоЕ 
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ТСХ 
УФ 


Трицикличес- 
кие 
антидепрес- 
саны 


Изолирование, концентрирование 
Изолирование, реэкстракция 
Изолирование, концентрирование ГЖХ с МРО,ТАД 
Изолирование, концентрирование ГЖХ < ДИП 
Изолирование, перевод в производные | ГЖХ с МСД 
Депротеинизация, прямой ввод ВЭЖХ с УФ 
Ультрафильтрация, прямой ввод ВЭЖХ(Вю-КАО) 
Прямой анализ ЕМИПТ 5ууа 
Прямой анализ ПФИА Ао! 




























А Э7 
10,0 32 
0,1 7, 43 
1,0 18, 22, 19 
0,1 46, 51, 43 
0,1 43 
0,05 26, 58 
0,001 58 
0,04 58 
















ТСХ 
ГЖХ < ДИП 
ГЖХ сТАД 
ГЖХ с МРО 
ГЖХ < МСД 
ВЭЖХ сУФ 


Антигиста- 
минные 
препараты 


Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование 

Депротеинизация, прямой ввод 
Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 
























ЕМИТ $ууа) 
ПФИА Або: 






Адреноблока- 
торы 





Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Депротеинизация, прямой ввод 

Ультрафильтрация, прямой ввод 







ВЭЖХ с УФ 
ВЭЖХ(Вю-КАО) 


тсх 
ГЖХ с ДИП 
ГЖХ СТАД 








Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 








Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 











Лепонекс Изолирование, концентрирование 







Изолирование, дериватизация ГЖХ < ДИП 
Изолирование, концентрирование ГЖХ с МРО 
Изолирование, дериватизация ГЖХ < МСД 
Ультрафильтрация, прямой ввод ВЭЖХ(Вю-КАО) 





















Сердечные Прямой анализ пробы ЕМИТ 5$ууа 0,0001 
гликозиды ПФИА АБЬоЕ |0,001 


























21 
21 








Приложение 3 














Опиаты Гидролиз, изолир., концентрир, 


Гидролиз, изолир., концентрир 
Гидролиз, изолир., концентр. 

Гидролиз, изолир., дериватизация 
Изолирование, реэкстракция 









7,43,61,65,4 
2,44,51,53,6 
1,65,59 
6,24,25 
7,47,70 


7,70,59 



















Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 


ВЭЖХ(Вю-ВАР) 
ЕМИТ 5ууа 
ПФИА АБЪоЕ 














Каннабино- 
иды 
























Смывы с кожи, изолирование 
Гидролиз, изолирование, 
реэкстракция 

Гидролиз, изолирование, 
концентрирование 
Гидролиз, изолирование, 
дериватизация 
Изолирование, реэкстракция 
Прямой анализ 

Прямой анализ 

Прямой анализ 






7,14,63 
14,7,63 












43,63 


Смыв с кожи, изолирование 
Концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, перевод в производные 







Изолирование, реэкстракция 
Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 
Прямой анализ 


ВЭЖХ(Вю-КАО) 
ЕМТ 

АББо! 
АБизсгееп 






























Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, концентрирование 
Изолирование, перевод в производные 


Фенилалкила- 
мины 









Изолирование, реэкстракция 
Ультрафильтрация, прямой ввод 
Прямой анализ 
Прямой анализ 









ПФИА АББо! 
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продукты 
(1,2-Дихлор- 
этан, три- 
хлорэтилен, 
Перхлорэти- 
лен, Хлоро- 
форм, 
Этиленхло- 
рид) 


Четыреххло- 
ристый угле- 
Род 
































20 мкг/мл 
0,1 мкг/мл 










Парогазовый анализ 
Изолирование 


ГЖХ < ДИП 
ГЖХ с ДЭЗ 





Спирты Перевод в алкилнитриты ГЖХ с катаро- |0,05% по аи 
Одноатомные метром этанолу 
(Метанол, Депротеинизация и прямой ГЖХ < ДИП 0,01% по |9 
Этанол, ввод пробы этанолу 
Пропанол, Депротеинизация и прямой ГЖХ < ДИП 0,] ммольл | 49 
Изо-пропанол, | ввод пробы 
н-Бутанол, 
Изо-бутанол), 
Амиловые 
спирты 

| Е 
Многоатом- | Перевод в фенилборонатный эфир ГЖХ < ДИП 1 мкг/мл |60 
ные Прямой ввод биопробы ГЖХ < ДИП 100 мкг/мл |9 
Этиленгли- Экстракция ГХ  ДИП 100 мк//мл | 1 
коль 
Промышлен- Парогазовый анализ ГЖХ < ДИП 1 мкг/мл [34 
ные хлорорга- | Прямой ввод пробы ГЖХ < ДИП 5 мкг/мл |9 
нические Экстракция ГЖХ с ДЭЗ 0,1 мкг/мл | 17 

























Ароматичес- 
кие углеводо- 
роды (Бензол, 
Толуол, Кси- 

лол) 


Парогазовый анализ 
Прямой ввод пробы 


ГЖХ < ДИП 
ГЖХ с ДИП 


1 мкг/мл 















5 мкг/мл |9 












1 мкг/мл 









Кетоны (Аце- 
тон, Метил- 
этилкетон) 


Парогазовый анализ 
Прямой ввод пробы 
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Изолирование, 
концентрирование 


Фосфорорга- 
нические со- 
единения 
(Метафос, 
Карбофос, 
Трихлормета- 
фос, 
Трихлормета- 
фос-3, 
Хлорофос, 
ДДВФ, 


Фоксим) 


ГЖХ с 
термоионным 
детектором 









0,01] мк/мл 
по 
метафосу 
























Хлороргани- 
ческие 
пестициды 
(Гекса-хлор- 

циклогексан 

=Линдан, Геп- 
тахлоран) 


Изолирование, 
концентрирование 


(0,001 мки/мл 
по лин- 


дану 































ААС с 
высокотемпе- 
ратурным 
пламенем 


Тяжелые ме- 
таллы 
(Мышьяк, 
Медь, Сви- 
нец, Кобальт, 
Таллий, Же- 
лезо) 


Минерализация с 
концентрированными кислотами 






































ААС сгенера- 
тором гидрид- 
ных паров 








Деструкция 
Деструкция, образование 
дитизоната 
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Фотоколори- 
метрия 
спектрофото- 
метрия 









Определение метгемоглобина 
Образование комплексов с 
феррицианидом 


Метгемогло- 
бинобразова- 
тели 
(Анилиновые 
красители, 
Нитрит на- 
трия) 
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для определения 


наркотических, 


сильнодействующих веществ и допингов 
от мирового лидера 


Квадрупольный — хромато-масс-спектро- 
метр, оптимизированный для каждоднев- 
ной работы в аналитической лаборатории 
для идентификации и количественного 
анализа наркотических и лекарственных 
средств с высочайшей чувствительнос- 
тью, скоростью сканирования и достовер- 
ностью идентификации 


А так же система ГХ/МС/МС Ро!ат$0 и ГХ/МС высокого разрешения ОЕ$, 
не имеющие аналогов по аналитической мощности 


Система ВЭЖХ/МС"” с непревзойденной 
чувствительностью, великолепными харак- 
теристиками для современной аналитичес- 
кой лаборатории. Быстрый аналитический 
цикл и высокая чувствительность позволя- 
ет проводить на 1ХО точную и надежную 
идентификацию при скрининге лекарствен- 
ных и наркотических средств, анаболичес- 
ких стероидов их и метаболитов, в анализе 
пептидов и белков. 


А так же системы ВЭЖХ $ресгабу${ет, 5ИВ\УЕУОВ и АССЕЕГА, ВЭЖХ /МСп Т$9 
ОЧАМТОМ, ЕТО ХЕ, ЕТО ОВВИКАР и (ТО ЕТ ЦЕТВА, не имеющие аналогов по 


аналитической мощности 
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